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Akrosom: del glave spermija, ki vsebuje enega ali več proteolitičnih encimov, ki 
razgrajujejo celični obroč ovulirane jajčne celice. 
Krioprotektor: substanca, ki preprečuje nastanek ledenih kristalov in tako varuje celice 
ali tkiva pred poškodbami v času zamrzovanja. 
Kriobanka: zbirka biološkega reprodukcijskega materiala, npr. semena, jajčnih celic, 
zarodkov, ki se v pooblaščeni inštituciji hrani pri zelo nizkih temperaturah, običajno v 
tekočem dušiku. 
Mešano seme: mešanica semena dveh ali več samcev, ki se uporablja za osemenjevanje 
in s katero se skuša z izkoriščanjem bioloških razlik med semeni posameznih samcev 
povečati reprodukcijsko učinkovitost.  
Morfološko spremenjen spermij: spermij z nenormalno obliko, npr. z dvojno glavo, 
brez repa, z dvojnim repom, nepravilno obliko glave, ki ne more uspešno prodreti in 
oploditi jajčne celice.  
Progresivno gibljivi spermij: spermij, ki se pri mikroskopskem pregledu giblje 
naravnost naprej in je zaradi tega sposoben oploditve. 
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Skozi celotno zgodovino reje domačih živali si prizadevamo, da bi dosegli čim večjo 
prirejo mesa, mleka, jajc in drugih proizvodov živalskega porekla, zato moramo stremeti k 
napredku na področju prehrane živali, zdravstvenega varstva, genetike in selekcije, 
namestitve živali, pogojev reje, itn. Eno od področij reje domačih živali je tudi 
reprodukcija, ki je v 20. stoletju z razvojem številnih tehnik postala izjemno pomemben 
dejavnik, ki pripomore k uspešnosti reje domačih živali. Med tehnike reprodukcije 
uvrščamo tudi globoko zamrzovanje oziroma krioprezervacijo genetskega materiala živali, 
kamor spadajo zarodki, jajčeca in spermiji različnih vrst domačih živali. Večina vrst 
domačih živali spada med sesalce, pri katerih lahko zamrznemo vse oblike genetskega 
materiala. Težava se pojavi pri zamrzovanju genetskega materiala perutnine, pri kateri za 
enkrat še ne poznamo uspešne metode zamrzovanja jajčec oziroma ženskih spolnih celic 
ter zarodkov, medtem ko pri globokem zamrzovanju semena oziroma moških spolnih celic 
perutnine sicer dosegamo določene uspehe, vendar tudi tu še vedno ne dosegamo 
uspešnosti globokega zamrzovanja semena pri sesalcih. Nadaljnji preboj pri globokem 
zamrzovanju semena perutnine bi bil verjetno še bolj kot za široko uporabo na področju 
prireje jajc in perutninskega mesa pomemben za ohranjanje biodiverzitete, kar v praksi 
pomeni ohranitev genetskega materiala ogroženih pasem pri različnih vrstah perutnine. 
Z raziskavo, ki je opisana v tej magistrski nalogi, smo ugotavljali učinek dveh različnih 
razredčevalcev ter dveh različnih temperatur tajanja globoko zamrznjenega petelinjega 
semena na oplojenost jajc in valilnost piščancev, poleg tega smo analizirali, kakšen učinek 
imata starost jajc in zaporedno valjenje na oplojenost. Dodatno smo ugotavljali učinek 
razredčevalca in temperature tajanja ter časa po tajanju na preživitveno sposobnost in delež 
progresivno gibljivih spermijev v laboratorijskih pogojih.  
V raziskavi smo preverjali naslednje hipoteze: 
a.) Aloe vera je rastlina, ki poleg biološko aktivnih sestavin, kot so npr. kompleksno 
grajeni polisaharidi, salicilna kislina in lecitin, vsebuje tudi hranilne snovi kot so 
beljakovine, proste aminokisline in sladkorji, maščobe, minerali in vitamini. Vsled 
navedenega, bomo z dodatkom ekstrakta aloe vere petelinje seme bolje oskrbeli s 
hranilnimi snovmi in zaščitili pred letalnimi učinki nizkih temperatur (globokega 
zamrzovanja) kot ga oskrbijo in zaščitijo nekateri doslej uveljavljeni razredčevalci in 
krioprotektorji, ki se uporabljajo v perutninarstvu. Boljša zaščita semena v času 
globokega zamrzovanja se bo odrazila v boljših in vitro lastnostih (večja progresivna 
gibljivost spermijev) ter in vivo lastnostih (večja valilnost piščancev) odtajanega 
petelinjega semena. 
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b.) Seme ptic je bolj občutljivo na lipidno peroksidacijo kot seme sesalcev. Ker na stopnjo 
lipidne peroksidacije vpliva tudi temperatura, bo ne glede na uporabljeni razredčevalec 
in krioprotektor, nižja temperatura tajanja semena (5 C) prispevala k doseganju 
boljših valilnih rezultatov kot višja temperatura (75 C).  
c.) Posebna lastnost reproduktivne fiziologije kokoši je njena sposobnost, da v jajcevodu 
skladišči seme za daljši čas. Razredčevalec z dodatkom aloe vere bo zaradi boljše 
zaščite spermijev v času zamrzovanja in tajanja omogočil, da se bo po osemenjevanju 
kokoši v shranjevalkah spermijev, ki se nahajajo v spodnjem delu jajcevoda, 
uskladiščilo več vitalnih spermijev, ki se bodo kasneje dlje časa sproščali do mesta 
oploditve in zagotavljali oplojenost jajc za daljši čas. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SHRANJEVANJE ZAMRZNJENEGA PETELINJEGA SEMENA 
Zamrzovanje živalskega semena je edina možnost za njegovo dolgotrajno skladiščenje. V 
primeru, da nimamo pogojev, ki bi omogočali in vitro shranjevanje semena, je namreč 
uporabnost odvzetega petelinjega in puranjega semena za osemenitev omejena na približno 
30 minut po odvzemu. Seme  lahko shranimo za dlje časa, če ga razredčimo z ustreznim 
razredčevalcem, ki semenu zagotavlja optimalen pH ter ga oskrbuje z glukozo ali fruktozo, 
ki služita kot vira energije. Poleg razredčevalca moramo spermijem zagotoviti tudi dostop 
do kisika ter ustrezno temperaturo skladiščenja, ta znaša med 5 °C in 7 °C. Tudi ta način 
shranjevanja  je časovno močno omejen, saj seme po 24 urah že začne izgubljati 
oploditveno sposobnost, le-ta po 48 urah začne upadati še veliko hitreje (Etches, 1996). 
Čeprav zamrzovanje perutninskega semena zaradi možnosti dolgotrajnega shranjevanja 
pomeni velik napredek, lahko tudi pri tem načinu najdemo določene pomanjkljivosti, kot 
sta velika izguba spermijev med postopki zamrzovanja in tajanja ter nepraktičnost samih 
postopkov, kar se še posebej odrazi pri uporabi zamrznjenega semena v komercialne 
namene. A vendar se moramo zavedati, da je pri ohranjanju čistih pasem, ki so močno 
ogrožene, to edina možnost. Za zmanjšanje izgub spolnih celic bi lahko poskrbeli z 
nadaljnjim raziskovanjem optimalnih postopkov zamrzovanja in tajanja. Postopek 
zamrzovanja semena poteka tako, da seme najprej razredčimo nato pa v razredčevalec 
dodamo ustrezen krioprotektor. Seme običajno redčimo tako, da čim prej po odvzemu 
enemu delu nativnega semena dodamo eden do štiri dele razredčevalca. Razredčeno seme 
nato napolnimo v ustrezno embalažo za krioprezervacijo, največkrat v slamice, ki jih nato 
inkubiramo za najmanj 2 uri pri temperaturi 5 do 15 °C in s tem omogočimo 
krioprotektorjem, da prodrejo v notranjost celic. Nato slamice ohlajamo tako, da vsako 
minuto pade temperatura za 1 °C do temperature -35 do -40 °C. Zadnji korak pri 
zamrzovanju je potopitev semena v tekoči dušik, ki ima temperaturo -196 °C, kar pomeni, 
da je seme globoko zamrznjeno (Etches, 1996). Tajanje običajno poteka v vodni kopeli pri 
5 °C. Če uporabimo krioprotektor (na primer glicerol), ki znižuje oploditveno sposobnost 
spermijev, ga moramo pred osemenitvijo odstraniti s pomočjo centrifugiranja. Zaradi 
redčenja in izgub spermijev moramo za doseganje zadovoljive ravni oplojenosti jajca 
kokoši osemenjevati v približno tridnevnih intervalih, za preprečevanje še dodatnih izgub 
spermijev pa moramo izbrati tudi ustrezno tehniko osemenjevanja (Etches, 1996). 
Poleg zgoraj opisanega postopka poznamo tudi druge, hitrejše stopnje zamrzovanja 
semena. Pretekle študije so pokazale, da naj hitrost zamrzovanja perutninskega semena ne 
bi vplivala na tvorbo ledenih kristalov (Ravie in Lake, 1982, cit. po Donoghue in Wishart, 
2000). Kljub temu so ugotovili, da je pri hitrosti zamrzovanja semena -5 ° C/min, -7 
°C/min in -10 °C/min oploditvena sposobnost zamrznjenega semena večja kot pri hitrosti 
zamrzovanja semena pri -1 °C/min (Donoghue in Wishart, 2000). Seigneurin in Blesbois 
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(1995) sta proučevala vpliv hitrosti zamrzovanja na kakovost semena in oplojenost jajc. V 
prvem poskusu sta za zamrzovanje semena od +5 °C do -35 °C uporabila 4 različne hitrosti 
zamrzovanja, in sicer -1 °C/min, -5 °C/min, -10 °C/min in -15 °C/min. Najboljše rezultate 
sta zabeležila pri hitrostih zamrzovanja -5 °C/min in -10 °C/min, saj sta imeli ti dve 
skupini največjo gibljivost spermijev. Tudi delež živih morfološko normalno razvitih 
spermijev je bil pri teh dveh skupinah značilno večji kot pri skupini s hitrostjo zamrzovanja 
-1 °C/min. V drugem poskusu sta za zamrzovanje uporabila tri različne hitrosti 
zamrzovanja in sicer -5 °C/min, -7 °C/min in -10 °C/min. Z odtajanim semenom sta nato 
osemenila kokoši, kot kontrolna skupina je služilo sveže razredčeno seme. Ugotovila sta, 
da je bila pri kontrolni skupini oplojenost jajc največja (90 %), med poskusnim skupinami 
pa je bila največja oplojenost jajc zabeležena pri hitrosti zamrzovanja -7 °C (76 %), 
najmanjša pa pri hitrosti zamrzovanja -10 °C (41 %). Na podlagi rezultatov sta Seigneurin 
in Blesbois zaključila (1995), da je s prilagoditvami v metodah zamrzovanja možno doseči 
veliko oplojenost jajc. 
Nekateri raziskovalci se poslužujejo tudi drugih načinov zamrzovanja. Madeddu in sod. 
(2016) so preučevali zamrzovanje semena v slamicah nad gladino tekočega dušika. Pri tem 
iz gladine izhaja para, ki povzroči zamrzovanje semena. Ugotavljali so, kako razdalja  med 
gladino in slamico vpliva na kakovost zamrznjenega semena. Pri tem so 10 min nad 
gladino na določeni razdalji držali slamice, nato so jih potopili v tekoči dušik. Zaradi 
različne oddaljenosti slamic od gladine tekočega dušika je temperatura semena v slamicah 
padala različno hitro (slika 1). Izvedli so dva poskusa. V prvem poskusu so bile slamice s 
semenom od gladine oddaljene 1 cm, 3 cm ali 5 cm. Med skupinami niso ugotovili razlik  
niti v vitalnosti spermijev niti v skupni in progresivni gibljivosti spermijev. V drugem 
poskusu so bile slamice s semenom od gladine oddaljene 3 cm, 7 cm ali 10 cm. Ugotovili 
so, da je imela skupina z oddaljenostjo slamic od gladine 3 cm večjo vitalnost in skupno 
gibljivost spermijev kot preostali dve skupini, medtem ko pri progresivni gibljivosti med 
skupinami ni bilo razlik. Na podlagi rezultatov obeh poskusov so Madeddu in sod. (2016) 
sklepali, da je idealna razdalja med gladino tekočega dušika in slamico, napolnjeno s 
semenom od 1 cm do 5 cm, medtem ko je pri večji oddaljenosti med slamico in gladino 
prihajalo do počasnejšega ohlajanja oziroma zamrzovanja semena, kar je imelo za 
posledico večji delež poškodovanih celic, kar se je na koncu odrazilo v manjši vitalnosti in 
gibljivosti spermijev, zato so raziskovalci zaključujili, da oddaljenost med gladino in 
slamico 7 cm ali 10 cm ni primerna za zamrzovanje petelinjega semena. 
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Slika 1: Spreminjanje temperature semena v slamicah pri različnih oddaljenostih od gladine tekočega dušika 
v odvisnosti od časa (Madeddu in sod., 2016) 
2.2 RAZREDČEVALCI 
Razredčevalci so snovi, ki spermijem omogočajo preživetje zunaj reprodukcijskega trakta. 
Sestavljeni so iz različnih sestavin, ene od najpomembnejših so lipoproteini, ki jih sicer 
najdemo v mleku in jajčnem rumenjaku. Glavna naloga lipoproteinov v razredčevalcu je, 
da zaščitijo spermije pred šokom zaradi ohlajanja tako, da stabilizirajo njihove celične 
membrane. Druga pomembna skupina sestavin v razredčevalcih so snovi, ki za spermije 
predstavljajo vir energije, kot najbolj uporabljen vir energije v razredčevalcih nastopa 
glukoza. Razredčevalci lahko vsebujejo tudi antibiotike, ki uničujejo bakterije v živalskem 
semenu ali zavirajo njihovo rast. Zelo pomembni lastnosti razredčevalcev sta tudi njihov 
pH ter osmotski pritisk, ki morata omogočati maksimalen delež preživelih spermijev. 
Optimalen pH naj bi znašal med 6,5 in 7,2, medtem ko je osmotski pritisk, ki ga želimo 
doseči, odvisen predvsem od vrste razredčevalca, tako naj bi bil pri razredčevalcih na 
osnovi mleka najprimernejši osmotski pritisk 350 mOsm/L. Poleg na trgu dostopnih 
pripravkov lahko po formulacijah razredčevalce pripravimo tudi sami (Brinsko in sod., 
2011). 
V eni od študij so Nabi in sod. (2016) ugotavljali, kako dva različna razredčevalca vplivata 
na kakovost zamrznjenega in nato odtajanega petelinjega semena. V prvem delu poskusa 
so tako imenovani Nabijev razredčevalec primerjali z v perutninarstvu zelo razširjenim 
Beltsvillskim razredčevalcem. V drugem delu poskusa so ugotavljali, ali morda Nabijev 
razredčevalec zmanjša sposobnost spermijev za oploditev jajčne celice. V poskusu so 
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odvzeli seme 12 petelinom provenience ross 308. Po pregledu semena so ga združili in 
razdelili na dva dela, nato so vsak del razredčili z enim od obeh razredčevalcev. V obeh 
primerih so kot krioprotektor uporabili glicerol. Seme so zamrznili v tekočem dušiku in ga 
nato odtajali tako, da so ga potopili v vodno kopel s temperaturo 4°C za 3 minute. V prvem 
delu poskusa so analizirali parametre gibljivosti, funkcijo mitohondrijev, vitalnost ter 
apoptozo in nekrozo spermijev. Rezultati so pokazali, da sta bili tako skupna kot 
progresivna gibljivost spermijev boljši pri Nabijevem razredčevalcu, kar velja tudi za 
vitalnost spermijev in mitohondrijsko aktivnost pri živih spermijih, pa tudi apoptoza 
spermijev je bila manjša pri tem razredčevalcu, medtem ko v stopnji nekroze ni bilo razlik 
med razredčevalcema. Nabi in sod. (2016) razloge za boljše rezultate Nabijevega 
razredčevalca vidijo predvsem v tem, da le-ta vsebuje sojin lecitin, ki lahko nadomesti 
izgubo fosfolipidov pri spermijih med postopki zamrzovanja in tajanja. To se odrazi 
predvsem v večji integriteti membrane spermijev, zaradi česar se gibljivost spermijev 
poveča za več kot 60 %, vitalnost pa za več kot 50 % v primerjavi z Beltsvillskim 
razredčevalcem,. V drugem delu poskusa so s svežim ter odtajanim semenom osemenili 20 
kokoši ross 308. Oba vzorca sta bila razredčena z Nabijevem razredčevalcem, le da sveže 
seme ni imelo dodanega glicerola. Ugotovili so, da je imelo odmrznjeno seme v primerjavi 
s svežim za 8 % slabšo oploditveno sposobnost. Na podlagi rezultatov tega poskusa so 
Nabi in sod. (2016) menili, da Nabijev razredčevalec lahko izboljša kakovost 
zamrznjenega in nato odtajanega petelinjega semena, oploditvena sposobnost odtajanega 
semena, razredčenega s tem razredčevalcem, pa je še vedno primerljiva z oploditveno 
sposobnostjo svežega razredčenega semena. 
Poleg razvijanja novih razredčevalcev so se nekateri raziskovalci lotili izboljšave že 
obstoječih razredčevalcev. Znano je, da lahko antioksidanti zmanjšajo učinek stresa, ki 
nastane pri postopkih zamrzovanja in tajanja. Eden od antioksidantov, ki še ni bil 
preizkušen v zamrzovanju petelinjega semena, je likopen (Najafi in sod., 2018). To je 
lipofilni karotenoid, ki ima tako antioksidativno kot tudi pro-oksidativno aktivnost (Young 
in Lowe, 2001, cit. po Najafi in sod., 2018). Nedavno so razvili tehnologijo, ki omogoča 
uporabo na likopen vezanih nanoliposomov (LnL) pri krioprezervaciji živalskega semena. 
Zato so Najafi in sod. (2018) v svoji študiji preučevali, kako dodatek likopena in nanj 
vezanih nanoliposomov v Beltsvillskem razredčevalcu vpliva na gibljivost spermijev, 
integriteto membrane, pojav morfoloških nepravilnosti, apoptozo spermijev in 
antioksidativno aktivnost v zamrznjenem in odtajanem petelinjem semenu. V poskusu so 
ugotavljali vpliv vsebnosti 0,1 mM, 0,2 mM in 0,3 mM likopena in nanj vezanih LnL v 
Belstvillskem razredčevalcu. Ugotovili so, da 0,2 mM likopena in nanj vezanih LnL v 
razredčevalcu izboljša skupno in progresivno gibljivost spermijev, integriteto membrane 
ter mitohondrijsko aktivnost spermijev v primerjavi s kontrolno in ostalima poskusnima 
skupinama. Obenem ta skupina kaže manjšo raven apoptoze spermijev in večjo 
antioksidativno aktivnost, medtem ko dodatek likopena ni vplival na pojav morfoloških 
nepravilnosti. V nadaljevanju poskusa so z odtajanim semenom osemenili kokoši in 
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ugotovili, da vsebnost 0,2 mM likopena v razredčevalcu poveča delež oplojenih jajc in 
izvaljenih piščancev v primerjavi s kontrolno skupino, še posebej, če so poleg likopena 
uporabili tudi nanj vezane nanoliposome. Glede na rezultate so Najafi in sod. (2018) 
priporočali dodatek 0,2 mM likopena in prav tolikšno vsebnost nanj vezanih LnL k 
Beltsvillskem razredčevalcu, saj je očitno izboljšal kakovost zamrznjenega in odtajanega 
petelinjega semena. 
2.3 KRIOPROTEKTORJI 
2.3.1  Delovanje krioprotektorjev 
 
Krioprotektorji so kemične snovi, ki ščitijo tkiva oziroma celice živih bitij pred 
poškodbami. Le-te povzročajo ledeni kristali, ki nastajajo med zamrzovanjem vode. Kako 
delujejo krioprotektorji, so znanstveniki uspeli ugotoviti šele pred nekaj desetletji. Da bi 
odkrili mehanizem delovanja krioprotektorjev, so morali najprej ugotoviti, na kakšen način 
led škoduje živemu tkivu. Splošno mnenje je namreč bilo, da voda med zamrzovanjem 
poškoduje celice, ker pri tem zavzame večji volumen, danes pa vemo, da ledeni kristali 
povzročajo poškodbe na tkivu na druge načine (Wowk, 2007). Proces zamrzovanja 
izpostavlja celice stresu zaradi nizkih temperatur in osmotskega neravnovesja. Če so celice 
izpostavljene hudemu mrazu, lahko pride do nepopravljivih sprememb v konformaciji teh 
celic, medtem ko je  osmotski stres predvsem posledica zunajcelične tvorbe ledenih 
kristalov. Pri tem zaradi spremembe v koncentraciji ne-zamrznjene frakcije v 
zunajceličnem prostoru pride do dehidracije celic, saj voda prodira iz celic v zunajcelični 
prostor. Celice najpogosteje dehidrirajo pri počasnem ohlajanju. Če pride do prekomernega 
krčenja ali nabrekanja celic, je to lahko za njih smrtno. Po drugi strani ob hitrem ohlajanju 
celice nimajo dovolj časa, da bi izgubljale celično vodo, zato v njih ostane dokaj visoka 
raven tekočine, posledično so škodljivi učinki ledenih kristalov bistveno manjši. Ko 
govorimo o osmotskem neravnovesju se moramo zavedati, da tudi dodajanje in 
odvzemanje krioprotektorjev lahko celicam povzroči osmotski stres. Večina 
krioprotektorjev izkazuje določeno stopnjo toksičnosti za celice, zato bi morala biti 
koncentracija krioprotektorjev tako nizka, kot je le mogoče. Poleg vsebnosti 
krioprotektorjev je pomembna tudi temperatura, pri katerih jih dodajamo semenu, vendar 
pa različni avtorji priporočajo različne temperature. Medtem ko so Vidament in sod. (2000, 
cit. po Sieme in sod., 2016) priporočali dodajanje krioprotektorjev pri sobni temperaturi, so 
bili Clarke in sod. (2003, cit. po Sieme in sod., 2016) mnenja, da je pred mešanjem s 
semenom potrebno krioprotektorje ohladiti. Pomemben je seveda tudi način dodajanja 
krioprotektorjev, saj moramo spraviti osmotski stres na najmanjšo možno raven. Prav zato 
so protokoli za zamrzovanje celic oziroma semena kompromis med prednostmi in 
potencialnimi škodljivimi učinki različnih krioprotektorjev. Zavedati se moramo, da je za 
doseganje najboljših rezultatov potrebno protokole pogosto prilagoditi različnim vrstam 
živali in tudi osebkom znotraj vrst (Sieme in sod., 2016). 
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Ena od hipotez pravi, da je za doseganje čim boljših rezultatov pri zamrzovanju potrebno 
izbrati optimalen čas oziroma raven ohlajanja. Pri optimalni ravni ohlajanja naj bi dosegli 
minimalne poškodbe celic ter minimalno količino ledu znotraj celic na eni strani ter 
maksimalen delež preživelih celic po tajanju na drugi strani. Zmogljivost celic, da 
spremenijo prostornino kot odgovor na osmotski stres, določata raven vodnega transporta 
in pa aktivacija energije, potrebne za vodni transport. Raven vodnega transporta določa 
prepustnost membran v celici, le-ta pa pada skupaj s temperaturo ohlajanja in prav tu se 
odrazi ključna vloga krioprotektorjev, saj ti povečajo prepustnost celičnih membran za 
vodo in s tem pozitivno vplivajo na raven dehidracije tudi pri temperaturah pod lediščem. 
Še več, krioprotektorji močno razširijo obseg optimalne ravni ohlajanja, zato ob njihovi 
uporabi lažje dosežemo največji delež preživelih celic po tajanju (Sieme in sod., 2016). 
Pri krioprezevaciji oziroma zamrzovanju celic je potrebno zaščititi znotrajcelične strukture 
in biomolekule, zato moramo uporabiti sredstva, ki brez težav prehajajo skozi celično 
membrano. To lastnost imajo majhne ne-ionske molekule. Najpogosteje uporabljena 
krioprotektorja iz te skupine sta dimetil sulfoksid (DMSO) in glicerol. Če ta dva 
krioprotektorja na celice delujeta toksično, se ju lahko zamenja z etilen glikolom, metil 
formamidom ali dimetlil formamidom (DMF). Krioprotektorji, ki zlahka prodirajo v celice 
so osmotsko neaktivni, saj so enakomerno porazdeljeni v znotraj in zunajceličnem 
prostoru. Kljub temu lahko njihova uporaba celice podvrže osmotskemu stresu, saj se voda 
giblje hitreje skozi celične membrane kot omenjeni krioprotektorji. To na začetku povzroči 
osmotsko neravnovesje in posledično tudi krčenje celic, vse dokler se tudi krioprotektorji 
ne porazdelijo enakomerno v znotraj in zunajceličnem prostoru. Zlahka prodirajoči  
krioprotektorji imajo številne lastnosti, ki nam pomagajo pri globokem zamrzovanju. Ena 
od teh je, da znižajo temperaturo, pri kateri se tvorijo ledeni kristali, zmanjša se tudi 
velikost kristalov. Arakawa in Thimasheff (1985, cit. po Sieme in sod., 2016) sta postavila 
teorijo, da zlahka prodirajoči krioprotektorji stabilizirajo celice, saj ne reagirajo z 
njihovimi biomolekulami, kar pomeni, da se naravna konformacija celic ne spremeni. 
2.3.2 Dimetil sulfoksid 
DMSO sta kot sredstvo, ki ščiti žive celice pred škodljivimi posledicami zamrzovanja, 
prepoznala že Lovelock in Bishop (1959, cit. po Malo in sod., 2016). V primerjavi z 
glicerolom prodira hitreje skozi celično membrano, saj ima manjšo molekulsko maso. 
Kljub tej prednosti je potrebno poudariti, da ima lahko njegova uporaba na seme bolj 
toksične učinke, kot jih ima osmoza sama po sebi. Uporabljen je bil za zamrzovanje 
semena številnih vrst domačih in divjih živali, kot so kunci, volkovi in krapi. Pri 
zamrzovanju kameljega semena, ki je na splošno znano kot netolerantno na postopke 
tajanja in zamrzovanja, je Abd El-Salaam (2013, cit. po Malo in sod., 2016) ugotovil, da 
ima uporaba DMSO boljši učinek kot uporaba glicerola oziroma kombinirana uporaba 
obeh krioprotektorjev. Eden od poskusov, kjer je bil DMSO uporabljen kot krioprotektor, 
je bil izveden na semenu petelinov pasme venda. Seme so redčili z razredčevalcem 
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 extender v razmerju 1:1 in dodali 8 % DMSO. Vzorce so ohladili na 5 °C in jih 
nato počasi zamrzovali do -20 °C. Sledilo je globoko zamrzovanje v tekočem dušiku pri -
196°C. Pred analizo gibljivosti semena so vzorce tajali 5 minut pri 5 °C. Ugotovili so, da je 
bila gibljivost semena ob uporabi tega krioprotektorja 46 %, kar je nekoliko več kot pri 
uporabi etilen glikola (45 %) in znatno več kot ob uporabi propandiola (21 %), zaradi česar 
naj bi bila uporaba DMSO pri globokem zamrzovanju petelinjega semena bolj primerna od 
ostalih dveh krioprotektorjev (Mphaphathi in sod., 2016). 
2.3.3 Glicerol 
Glicerol je krioprotektor, ki zlahka prodira v celice in velja za najučinkovitejše sredstvo za 
zaščito tako sesalskih kot tudi ptičjih spermijev pred negativnim vplivom zamrzovanja, saj 
naj bi bil najmanj toksičen za spermije med vsemi krioprotektivnimi sredstvi. Čeprav se 
njegova uporaba povezuje z velikim deležem gibljivih spermijev po tajanju, ima glicerol 
kot krioprotektor kontracepcijski učinek, zato je oplojenost jajc slabša, kot bi lahko 
sklepali zgolj na podlagi gibljivosti moških spolnih celic (Abouelezz in sod., 2015). 
Ocenjujejo, da vsebnost glicerola prav zaradi negativnega učinka na oploditveno 
sposobnost spermijev v razredčenem semenu pred samo osemenitvijo ne bi smela znašati 
več kot 0,7 % (Long in Kulkarni, 2004, cit. po Ehling in sod., 2012). Začeli so razvijati 
številne protokole, s katerimi naj bi izničili to negativno lastnost glicerola. Izkazalo se je, 
da preprečitev kemične toksičnosti in osmotskega šoka ne bo mogoča zgolj z enostavnim 
odvzemom glicerola iz semena pred osemenitvijo kokoši. Glicerol morda negativno 
učinkuje tako, da znotraj vaginalnega trakta kokoši spremeni osmolarnost. Možno je tudi, 
da vpliva na  lastnosti luminalne tekočine ali pa spremeni gibanje resic v uterovaginalnem 
traktu. To so sicer zgolj domneve, saj pravega mehanizma, ki vodi do kontracepcijskega 
učinka glicerola žal še vedno ne poznamo. Za enkrat še ne poznamo optimalnih 
koncentracij glicerola, ki bi na eni strani imele pozitiven učinek na zaščito spermijev pred 
ledenimi kristali, po drugi strani pa ne bi imele prevelikega negativnega učinka na 
oplojenost jajc, kar je še posebej pomembno pri varovanju lokalnih in ogroženih pasem 
(Abouelezz in sod., 2015).  
Blanch in sod. (2014) so izvedli poskus, v katerem so proučevali, kako različna vsebnost 
glicerola v razredčevalcu vpliva na kakovost semena pri petelinih ogrožene pasme gallina 
valenciana de chulilla. Vsebnost glicerola v razredčenem semenu je bila 4 %, 6 %, 7 % ali 
8%. Kakovost semena so preverjali neposredno po tajanju, poleg tega so z odtajanim 
semenom osemenili kokoši lohmann brown. Ugotovili so, da je z zmanjševanjem vsebnosti 
glicerola v semenu progresivno upadala tudi kakovost semena. Seme z vsebnostjo glicerola 
4 % je imelo samo 38 % skupno gibljivost spermijev, preživelo je 49 % spermijev. Po 
drugi strani je seme z 8 % vsebnostjo glicerola vsebovalo kar 66 % skupno gibljivih 
spermijev, medtem ko je preživelo 67 % spermijev. Do podobnih spoznanj so Blanch in 
sod. (2014) prišli tudi v primeru, da so pred analizami glicerol iz semena odstranili. Ko so 
preverjali oplojenost jajc so ugotovili, da s povečevanjem vsebnosti glicerola v 
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razredčenem semenu oplojenost nekoliko upada, vendar pa bistvenih razlik ni bilo, saj se je 
v vseh skupinah oplojenost jajc gibala med 23 % in 30 %. Na podlagi rezultatov je moč 
sklepati, da kljub slabšim rezultatom laboratorijskih analiz nižja vsebnost glicerola v 
semenu nima negativnega vpliva na oploditveno sposobnost spermijev (Blanch in sod., 
2014).  
2.3.4 Jajčni rumenjak 
Poleg glicerola velja tudi jajčni rumenjak za krioprotektor, ki sicer dobro zavaruje spermije 
pred škodljivimi učinki zamrzovanja, a ima po drugi strani kontracepcijski vpliv. Prav 
zaradi te podobnosti so Abouelezz in sod. (2015) izvedli raziskavo, s katero so poskušali 
ugotoviti, kakšen je mehanizem, ki ob uporabi obeh krioprotektorjev, glicerola in jajčnega 
rumenjaka vodi do slabe oplojenosti ter kolikšna je največja koncentracija teh dveh 
krioprotektorjev, ki je še sprejemljiva za uporabo v svežem petelinjem semenu. 
Sedemdeset andaluzijskih grahastih kokoši so razdelili tako, da jih je bilo po 5 v vsaki 
skupini. V poskusu so uporabili seme 15 petelinov. Kokoši so osemenili štirikrat (dvakrat 
tedensko) s svežim petelinjim semenom, razredčenim z Lakeovim in Ravieovim 
razredčevalcem v razmerju 1:1, volumen ene doze razredčenega semena je znašal 0,1 ml. 
Seme je poleg razredčevalca vsebovalo tudi različne koncentracije glicerola oziroma 
jajčnega rumenjaka. Uporabljene koncentracije glicerola so znašale 0, 0,75, 1,5, 3, 4, 5,5 in 
10 %, medtem ko so koncentracije jajčnega rumenjaka v semenu znašale 0, 0,75, 1,5, 3, 5, 
7,5 in 15 %. Ugotovili so, da koncentracija krioprotektorja ne vpliva na celovitost 
akrosoma niti na gibljivost in vitalnost spermijev. Abouelezz in sod. (2015) navajajo, da se 
je penetracija spermijev bistveno zmanjšala , če je razredčeno seme vsebovalo 1,5 % 
glicerola ali več, posledično je bila pri teh koncentracijah precej manjša tudi oplojenost 
jajc. Pri uporabi jajčnega rumenjaka so prišli do drugačnih ugotovitev, saj se je oplojenost 
jajc zmanjšala šele pri uporabi 15% dodatka, medtem ko pri koncentracijah rumenjaka od 0 
do 7,5 % razlik v oplojenosti ni bilo. Jasno je, da glicerol in jajčni rumenjak na oploditveno 
sposobnost spermijev nimata enakega vpliva. Abouelezz in sod. (2015) so sklepali, da je 
glicerol vplival na prehod spermijev skozi lijak jajcevoda ter je posledično omejeval 
dostop spermijev do perivitelinske plasti v jajčni celici, medtem ko jajčni rumenjak naj ne 
bi vplival na prehod spermijev skozi lijak, prav tako naj ne bi imel učinka na število 
akrosomskih reakcij. Mehanizma, ki vodi do kontracepcijskega učinka jajčnega rumenjaka 
kot krioprotektorja, Abouelezzu in sod. (2015) tako ni uspelo pojasniti, so pa uspeli 
ugotoviti, da je največja še sprejemljiva koncentracija 0,75 % glicerola oziroma 7,5 % 
jajčnega rumenjaka v razredčenem svežem semenu petelinov (Abouelezz in sod., 2015). 
Jajčni rumenjak se sicer že tradicionalno uporablja kot ena od glavnih snovi v 
krioprotektorjih za zamrzovanje semena pri mnogih sesalskih in ptičjih vrstah, saj naj bi 
izjemno dobro zavaroval spermije tako med postopki zamrzovanja kot kasneje med 
postopki tajanja. Ker jajčni rumenjak zelo očitno negativno vpliva na oploditveno 
sposobnost spermijev, so se številni raziskovalci začeli spraševati, ali bi ta negativni učinek 
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morda lahko omilili z izbiro vrste živali, od katere pridobivamo jajčni rumenjak. Veliko 
znanstvenikov je bilo mnenja, da je rumenjak purjih jajc v tem pogledu manj škodljiv kot 
rumenjak kokošjih jajc (Santiago-Moreno in sod., 2012). Nekateri drugi znanstveniki so 
menili, da je morda bolj kot vrsta perutnine, od katere pridobivamo jajčne rumenjake, 
pomembna vrsta, pri kateri uporabimo rumenjak kot krioprotektor. Tako naj bi bil 
negativen vpliv jajčnega rumenjaka iz kokošjih jajc bistveno manjši na petelinje seme v 
primerjavi s semenom gosakov (Blesbois in Brillard, 2007, cit. po Santiago-Moreno in 
sod., 2012). Ker tovrstne interakcije med različnimi ptičjimi vrstami še vedno niso 
pojasnjene, so Santiago-Moreno in sod (2012) izvedli poskus, v katerem so kot 
krioprotektor uporabili rumenjak prepeličjih jajc pri zamrzovanju petelinjega semena. S 
poskusom so želeli testirati hipotezo, da so medvrstne interakcije ključne pri oploditveni 
sposobnosti spermijev, zamrznjenih ob navzočnosti jajčnega rumenjaka. V primeru, da bi 
se rumenjak kokošjih jajc v primerjavi z rumenjakom prepeličjih jajc izkazal za bolj 
škodljivega, bi to pomenilo, da imamo pri izbiri jajčnega rumenjaka kot krioprotektorja 
boljše alternative od do zdaj najbolj uporabljenega kokošjega rumenjaka. Santiago-Moreno 
in sod. (2012) so v poskus vključili 12 različnih španskih pasem kokoši in 2 španski 
sintetični liniji prepelic, od katerih so pridobivali jajčne rumenjake. Petelini pasme beli 
leghorn so služili kot populacija, na kateri so preverjali krioprotektivne učinke jajčnega 
rumenjaka kokoši in prepelic. Seme 16 petelinov so zbirali pol leta in sicer enkrat 
tedensko. Seme so takoj po odvzemu razredčili z Lakeovim in Ravieovim razredčevalcem 
v razmerju 1:1 pri okoljski temperaturi. Razredčeno seme so razdelili na tri dele. V en del 
niso dodali jajčnega rumenjaka, v drug del so dodali 15 % rumenjaka kokošjih jajc, v tretji 
del pa 15 % rumenjaka prepeličjih jajc. Vse vzorce so nato takoj ohladili na 5 °C in jih 
dostavili v laboratorij, kjer so pri enem delu vzorcev po 40 minutah ocenili delež gibljivih 
spermijev, delež spermijev, ki se gibljejo progresivno, kakovost gibanja semena, delež 
spermijev z nepoškodovanim akrosomom ter delež spermijev, ki po hipoosmotskem testu 
ter po barvanju s propidijevim jodidom niso kazali poškodb plazemske membrane. Drugi 
del vzorcev so še dodatno razredčili z Lakeovim in Ravieovim razredčevalcem, tako da so 
dosegli koncentracijo 1,2 milijardi spermijev/ml. V razredčeno seme so dodali 6 % dimetil 
acetamida, ki je služil kot krioprotektor. Vzorce so nato zamrznili v tekočem dušiku in jih 
po 15 dneh odtajali tako, da so jih za 30 sekund potopili v vodno kopel s temperaturo 
37°C. Po tajanju so ponovno analizirali iste parametre kot pri svežem razredčenem 
semenu. Poleg tega so ugotavljali tudi oplojenost jajc, pri čemer so z odtajanim semenom 
osemenili 45 kokoši treh različnih španskih pasem. V vsaki od treh skupin je bilo skupno 
15 kokoši oziroma 5 kokoši vsake od treh pasem. Kokoši so osemenili dvakrat na teden, ob 
osemenitvi so vsako kokoš osemenili z okrog 300 milijoni spermijev. Jajca so nato zbirali 
od tretjega dne po prvi osemenitvi do tretjega dne po zadnji osemenitvi. Oplojenost jajc so 
ugotavljali tako, da so jih sedmi dan valjenja presvetlili (Santiago-Moreno in sod., 2012). 
Pri pregledu svežega razredčenega semena so ugotovili, da je bila v skupini, kjer so kot 
krioprotor uporabili rumenjak prepeličjih jajc, boljša gibljivost spermijev kot v kontrolni 
skupini, medtem ko je bila v skupini, kjer so kot krioprotektor uporabili rumenjak kokošjih 
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jajc, slabša v primerjavi s kontrolno skupino. V skupini, kjer so kot krioprotektor uporabili 
rumenjak prepeličjih jajc, je bil delež progresivno gibljivih spermijev sicer manjši kot v 
skupini, kjer niso dodali rumenjaka, vendar večji kot v skupini, kjer so kot krioprotektor 
uporabili  rumenjak kokošjih jajc. Kakovost gibanja semena je bila pri skupini, kjer je bil 
kot krioprotektor uporabljen rumenjak prepeličjih jajc, ocenjena enako kot v skupini brez 
uporabe rumenjaka in bolje kot v skupini, kjer so kot krioprotektor uporabili rumenjak 
kokošjih jajc. Največ spermijev z nepoškodovanim akrosomom so zabeležili v kontrolni 
skupini, najmanj pa v skupini, kjer je imel vlogo krioprotektorja rumenjak prepeličjih jajc. 
Pri barvanju s propidijevim jodidom so daleč največ poškodb plazemske membrane 
zabeležili v kontrolni skupini, medtem ko med drugima dvema skupinama ni bilo razlik. 
Tudi pri hipoozmotskem testu (HOST) so največji delež poškodb plazemske membrane 
zaznali pri spermijih petelinov iz kontrolne skupine, najmanj poškodb pa pri spermijih 
petelinov iz skupine, kjer so kot krioprotektant uporabli rumenjak kokošjih jajc. Pri 
odtajanem semenu so najslabšo gibljivost spermijev zabeležili v kontrolni skupini, med 
drugima dvema skupinama ni bilo razlik. Do povsem enakih sklepov so prišli tudi pri 
deležu progresivno gibljivih spermijev, pri kakovosti gibanja spermijev in pri deležu 
spermijev z nepoškodovano plazemsko membrano (barvanje s propidijevim jodidom). 
Delež spermijev z nepoškodovano plazemsko membrano, ki so ga ugotavljali s 
hipoosmotskim testom, je bil pri odtajanem semenu največji v skupini, kjer so kot 
krioprotektor uporabili rumenjak prepeličjih jajc, najmanjši v kontrolni skupini, medtem ko 
je bil delež spermijev z nepoškodovanim akrosomom največji v skupini, kjer so kot 
krioprotektor uporabili rumenjak prepeličjih jajc, in najmanjši v skupini, kjer so kot 
krioprotektor uporabili rumenjak kokošjih jajc (Santiago-Moreno in sod., 2012). Pri 
ugotavljanju oplojenosti jajc pri nobeni osemenitvi niso našli nobenega oplojenega jajca v 
skupini, kjer je imel vlogo krioprotektorja rumenjak kokošjih jajc, v skupini, kjer so kot 
krioprotektor uporabili rumenjak prepeličjih jajc, pa so pri zadnji, četrti osemenitvi 
zabeležili 6 % oplojenih jajc, medtem ko pri prvih treh osemenitvah ni bilo niti enega 
oplojenega jajca. V skupini brez dodanega rumenjaka so zabeležili, da je bilo pri vseh 4 
osemenitvah oplojenih približno 14 % jajc. Ti rezultati kažejo, da jajčni rumenjak resnično 
deluje kot krioprotektor, a ima po drugi strani tudi izrazit kontracepcijski učinek. Še danes 
ne znamo pojasniti, ali je zmanjšana oplojenost jajc povezana z neposrednim vplivom 
jajčnega rumenjaka na spermije ali pa rumenjak vpliva posredno, s kasnejšim 
kontracepcijskim učinkom v jajcevodu kokoši. Jasno je, da z izbiro vrste perutnine, od 
katere pridobivamo jajčni rumenjak in ga uporabimo kot krioprotektor pri zamrzovanju 
semena, lahko vplivamo na mnoge parametre kakovosti semena med katerimi velja 
izpostaviti delež gibljivih in progresivno gibljivih spermijev ter kakovost gibanja semena 
(Santiago-Moreno in sod., 2012). Kljub temu, da je uporaba jajčnega rumenjaka prepeličjih 
jajc izboljšala večino omenjenih parametrov, se to izboljšanje  vseeno ni odrazilo tako, da 
bi odpravilo ali vsaj omililo kontracepcijski učinek, ki je splošno znan pri uporabi 
rumenjaka kokošjih jajc. Očitno hipoteza, da bi do neke mere zmanjšali kontracepcijski 
učinek na spermije petelinov, če bi izbrali rumenjak druge vrste perutnine, ne velja. 
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Predvidevajo, da je sestava jajčnega rumenjaka ne glede na vrsto takšna, da močno 
omejuje oploditveno sposobnost spermijev. Težave z dodajanjem jajčnega rumenjakaka bi 
bilo torej potrebno reševati na drug način, verjetno bi bilo smiselno odstraniti jajčni 
rumenjak iz odtajanega semena pred samo osemenitvijo. Santiago-Moreno in sod. (2012) 
so prišli do zaključka, da jajčni rumenjak različnih vrst perutnine kljub temu, da med 
zamrzovanjem zelo učinkovito varuje spermije pred škodljivimi učinki ledenih kristalov in 
osmotskim šokom, zaradi kontracepcijskega učinka ni primeren kot krioprotektor. 
Omenjeni raziskovalci navajajo, da bi nadaljnje raziskave morale potekati predvsem v 
smeri iskanja sintetičnih sestavin, ki bi bile med samim zamrzovanjem semena podobno 
učinkovite kot jajčni rumenjak in hkrati ne bi delovale kontracepcijsko. 
Jajčni rumenjak so kot sredstvo, ki naj bi izboljšalo kakovost in oploditveno sposobnost 
zamrznjenega in nato odtajanega petelinjega semena v svoji študiji uporabili tudi 
Mehdipour in sod. (2018). Kot kontrolo so uporabili izvleček iz celotnega jajčnega 
rumenjaka, medtem ko sta za poskusni skupini služila izvleček iz plazme jajčnega 
rumenjaka ter  sojin lecitin. Izvleček iz tekočega dela jajčnega rumenjaka je bil v 
razredčenem semenu zastopan v koncentracijah 10 %, 15 % in 20 %, sojin lecitin pa v 
koncentracijah 0,5 %, 1,0 % in 1,5 %. V prvem poskusu so v odtajanem semenu določali 
gibljivost in vitalnost spermijev, prisotnost nepravilnosti, integriteto membran spermijev, 
stopnjo apoptoze in mitohondrijsko aktivnost, v drugem poskusu pa so s semenom iz tiste 
skupine, ki je kazala največjo kakovost osemenili kokoši ter nato ugotavljali oplojenost 
jajc. Ugotovili so, da imata vzorec z 1,0 % sojinega lecitina ter vzorec z 20 % tekočega 
dela jajčnega rumenjaka večjo skupno in progresivno gibljivost ter vitalnost spermijev, pa 
tudi večjo stopnjo integritete membran in manjši delež mrtvih spermijev kot ostale 
skupine. Uporaba 20% tekočega dela jajčnega rumenjaka je izboljšala mitohondrijsko 
aktivnost spermijev, medtem ko med skupinami ni bilo razlik v deležu zgodnje apoptoze 
ter v deležu morfološko spremenjenih spermijev. Ko so z obema vzorcema, ki sta se 
izkazala za najboljša, osemenili kokoši, med njima v oplojenosti jajc niso zaznali razlik, so 
pa zato pri obeh vzorcih ugotovili večjo oplojenost kot v kontrolni skupini. Mehdipour in 
sod. (2018) sklepajo, da tako dodatek 1,0 % sojinega lecitina kot dodatek 20 % tekočega 
dela jajčnega rumenjaka izboljšata kakovost in oploditveno sposobnost zamrznjenega 
semena, ker pa je pridobivanje lecitina iz soje povezano z velikimi stroški, Mehdipour in 
sod. (2018) kot najustreznejšo alternativo široko uporabljenemu izvlečku iz celega 
rumenjaka vidijo uporabo 20 % tekočega dela jajčnega rumenjaka. 
2.3.5 Dimetil acetamid 
Eden od krioprotektorjev, ki se glede na razširjenost uporabe pri zamrzovanju 
perutninskega semena lahko primerja z glicerolom, je dimetil acetamid (DMA). Oba 
krioprotektorja dajeta dobre rezultate in uporabljamo ju pri različnih ravneh zamrzovanja. 
Medtem ko se glicerol uporablja predvsem pri počasnem zamrzovanju, DMA uporabljamo 
predvsem pri hitrem zamrzovanju. To velja ne glede na to, ali seme zamrzujemo v 
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slamicah ali v obliki peletov. Razlikujeta se tudi po tem, kako s semenom, v katerega sta 
dodana, rokujemo po tajanju. Pri uporabi glicerola se priporoča odstranitev le-tega iz 
odtajanega semena, medtem ko DMA lahko ostane v razredčenem semenu, saj naj ne bi 
vplival na samo oploditveno sposobnost spermijev v urogenitalnem traktu kokoši in prav to 
je ena od glavnih prednosti, ki jih ima DMA pred glicerolom (Moce in sod., 2010). 
Ugotovljeno je bilo, da petelinje seme, ki je bilo podvrženo globokemu zamrzovanju, v 
primerjavi s svežim semenom ohrani zgolj 1,6 % oploditvene sposobnosti (Wishart, 1985, 
cit. po Moce in sod., 2010), zato moramo pri uporabi zamrznjenega semena uporabiti večje 
doze semena pri osemenitvah, prav tako moramo kokoši osemeniti bolj pogosto, kot če bi 
uporabljali sveže seme (Hammmerstedt in Graham, cit. po Moce in sod., 2010). Tudi ob 
uporabi najbolj dodelanih strategij zamrzovanja semena še vedno velja, da je delež 
oplojenih jajc pri osemenitvi kokoši z zamrznjenim in nato odtajanim semenom zelo 
variabilen. Rezultati še vedno niso dovolj zanesljivi, da bi globoko zamrznjeno in nato 
odmrznjeno seme rutinsko uporabljali v komercialne namene (Long, 2006, cit. po Moce in 
sod., 2010). Prav zato je še posebej pomembno, da ugotovimo, kateri krioprotektor bi 
lahko v kar največji meri vsaj deloma odpravil naštete slabosti. Ker prav glicerol in dimetil 
acetamid veljata za trenutno najbolj uporabljena krioprotektorja pri zamrzovanju 
petelinjega semena, so z namenom primerjave med obema Moce in sod. (2010) izvedli 
poskus, v katerem so seme z glicerolom zamrzovali v slamicah, seme z dodanim DMA pa 
v obliki peletov. V poskusu so uporabili 12 petelinov težkega (mesnega) tipa, ki so bili 
stari od 45 do 50 tednov in kokoši stare od 25 do 60 tednov. Petelini so bili razdeljeni v 3 
skupine, v vsaki so bile 4 živali. Petelinom so seme odvzeli z metodo trebušne masaže, 
nato so seme iz vsake skupine združili in ga shranili pri sobni temperaturi. Sledilo je 
centrifugiranje semena za 10 minut pri sobi temperaturi. Seme v obliki peletov so nato 
raztopili v Beltsvillskem razredčevalcu tako, da so dobili enak volumen razredčenega 
semena, kot je bil prvotni volumen svežega semena. Vzorce so nato razdelili v tri skupine 
in jih razredčili z ustreznim razredčevalcem v razmerju 1:1 ter jih shranili pri 5°C. 
Gibljivost spermijev so analizirali s programom CASA (Computer-assisted sperm 
analysis), testirali so tudi akrosomske reakcije in integriteto plazemskih membran. 
Akrosomsko reakcijo so sprožili z inkubacijo semena v notranji perivitelinski plasti, pri 
čemer so morali najprej v svežih jajcih ločiti rumenjak od beljaka, kasneje so s posebnim 
postopkom izolirali perivitelinsko plast iz rumenjaka oziroma jajčne celice. Ali je prišlo do 
akrosomske reakcije, so preverjali tako na svežem kot odtajanem semenu. Postopek 
zamrzovanja semena je bil odvisen od krioprotektorja, pri vzorcih z glicerolom je bil 
namreč uporabljen razredčevalec LPC (Chalah in sod. 1999, cit. po Moce in sod., 2010), 
pri vzorcih z DMA pa razredčevalec FEB (Tselutin in sod., 1995, cit. po Moce in sod., 
2010). Končna koncentracija glicerola v vzorcih je bila 11 %, končna koncentracija DMA 
pa 5,66 %. Vzorce z glicerolom so napolnili v 0,5 ml slamice in jih postopno zamrzovali 
od +5 do -35 °C s hitrostjo zamrzovanja -7 °C/min ter nato s hitrostjo zamrzovanja -
60°C/min do -140 °C. Na koncu so slamice potopili v tekoči dušik. Vzorce z DMA so z 1 
ml avtomatsko pipeto nakapljali neposredno v tekoči dušik, tako da so nastali peleti. Tudi 
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postopka tajanja sta bila različna, saj so slamice, v katerih so bili vzorci z glicerolom tajali 
3 minute pri 5 °C, pelete iz vzorcev z DMA pa so na hitro odtajali na grelni plošči s 
temperaturo 60 °C. Pri enem delu vzorcev z glicerolom oziroma DMA so pred analizo s 
pomočjo centrifuge odstranili krioprotektor, pri drugem delu pa ne (Moce in sod., 2010). 
Ugotovili so, da pri svežem semenu dodatek krioprotektorja v primerjavi s kontrolno 
skupino zmanjša delež akrosomskih reakcij, pri čemer je bilo zmanjšanje pri uporabi 
glicerola 10 %, pri uporabi DMA pa 25 %. Delež mrtvih spermijev in njihova vitalnost se 
pri uporabi nobenega od krioprotektorjev nista bistveno spremenili. V primeru, da je bil 
krioprotektor odstranjen, so opazili še dodatno zmanjšanje sposobnosti za akrosomske 
reakcije, tudi tu ni bilo sprememb v odmiranju spermijev. Pri zamrzovanju vzorcev z 
glicerolom so prišli do ugotovitve, da se delež spermijev z akrosomsko reakcijo ni 
zmanjšal, saj je bil že pred zamrzovanjem zelo nizek. To velja tudi za tiste zamrznjene 
vzorce, iz katerih so glicerol pred analizo odstranili. Pri zamrznjenih vzorcih, kjer je bil kot 
krioprotektor uporabljen DMA, so ugotovili zmanjšanje deleža spermijev z akrosomsko 
reakcijo s 25 % na 16 %, pri čemer velja omeniti, da odstranitev DMA ni dodatno 
spremenila tega deleža (Moce in sod., 2010). Delež mrtvih spermijev se je zaradi 
zamrzovanja povečal pri uporabi tako enega kot drugega krioprotektorja, ko pa so ju 
primerjali med seboj, so ugotovili, da je delež mrtvih spermijev pri vzorcih z DMA znašal 
okrog 77 %, pri vzorcih z glicerolom pa le 45-50 %. Parametri gibljivosti so bili podobni 
pri vseh vzorcih s svežim semenom. Pri ohlajenih vzorcih je skupna gibljivost spermijev 
znašala 39,7 %, pri zamrznjenih in nato odtajanih vzorcih le 15,7 %, prav tako je bil pri 
ohlajenih vzorcih bistveno večji tudi delež spermijev, ki so se gibali naravnost. Če 
krioprotektorja pred analizo niso odstranili, so nekoliko boljšo gibljivost zabeležili v 
vzorcih z DMA, v  primeru da je bil krioprotektor odstranjen, so imeli boljšo gibljivost 
vzorci z glicerolom. Vzorci z odstranjenim DMA so imeli skupno gibljivost komaj 19,0 %, 
če pa DMA niso odstranili, je gibljivost znašala 38,4 %. Po drugi strani se je z odstranitvijo 
glicerola skupna gibljivost zmanjšala le z 27,1 % na 26,3 %. Tudi vsi ostali parametri 
gibljivosti so bili največji pri vzorcih z DMA. Na podlagi teh rezultatov so Moce in sod. 
(2010) ugotavili, da dodatek je krioprotektorja močno zmanjšal sposobnost spermijev za 
akrosomske reakcije, kar je bilo najbolj očitno, ko je bil kot krioprotektor uporabljen 
glicerol. Četudi ob uporabi krioprotektorjev ni prišlo do sprememb v sestavi plazemske 
membrane, se je zmanjšala gibljivost spermijev. Pri samem globokem zamrzovanju je 
prišlo tudi do sprememb na plazemski membrani, pri čemer je imel DMA bolj negativen 
učinek kot glicerol oziroma je bila hitrost zamrzovanja in tajanja večja, zanimivo pa je, da 
je globoko zamrzovanje le malo pripomoglo k dodatnemu zmanjšanju števila akrosomskih 
reakcij.  
Krioprotektiven učinek DMA so raziskovali tudi Abouelezz in sod. (2017), ki so DMA 
primerjali z glicerolom. Vsebnost glicerola v razredčenem semenu je bila 8 %, vsebnost 
DMA pa 5 %. Oba vzorca so testirali pred zamrzovanjem, kasneje pa še po zamrzovanju in 
tajanju. Seme z dodanim glicerolom so zamrznili v slamicah, seme z dodanim DMA v 
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obliki peletov. Kot kontrola vsem štirim skupinam je služilo nativno seme. Proučevali so 
učinek krioprotektorjev na gibljivost spermijev, oploditveno sposobnost ter penetracijo 
spermijev v jajčno celico. Pred osemenitvijo kokoši so glicerol odstranili iz razredčenega 
semena. V gibljivosti spermijev niso zaznali razlik med obema krioprotektorjema niti pred 
zamrzovanjem niti po zamrzovanju semena. Skupina z DMA v svežem semenu je imela 
sicer manjšo oploditveno sposobnost in penetracijo spermijev kot kontrolna skupina, a 
obenem sta bila oba parametra večja kot pri skupini z glicerolom. Po zamrzovanju semena 
sta se pri obeh krioprotektorjih oploditvena sposobnost ter penetracija spermijev v jajčno 
celico še dodatno zmanjšala. Boljše rezultate je dal DMA, pri katerem je bila oplojenost 
jajc po tajanju 46,4 %, pri skupini z glicerolom je znašala le 31,3 %. Na podlagi teh 
rezultatov so Abouelezz in sod. (2017) sklepali, da imajo mehanske poškodbe, ki na 
spermijih nastanejo zaradi uporabe glicerola, bolj negativen učinek na oploditveno 
sposobnost spermijev, kot sama toksičnost zaradi uporabe glicerola. 
Long in sod. (2014) so primerjali učinek glicerola in DMA na puranjem semenu, pri čemer 
so poleg učinka krioprotektorja ugotavljali tudi učinek razredčevalca (uporaba Lakeovega 
in ASG razredčevalca (Woelders in sod., 2006, cit. po Long in sod., 2014)), metode 
razredčitve (stalen volumen razredčenega semena ali stalna koncentracija spermijev v 
razredčenem semenu) ter linije puranov (5 različnih linij v poskusu). Končna koncentracija 
krioprotektorja v semenu je bila 6 % DMA ali 11 % glicerola. Zanimalo jih je, kako 
navedeni dejavniki vplivajo na gibljivost spermijev, integriteto in kakovost membran pri 
spermijih ter integriteto akrosomov v zamrznjenem in odtajanem semenu. Z odtajanim 
semenom so osemenili pure, pri katerih so ugotavljali oplojenost jajc in valilnost kebčkov. 
Ugotovili so, da ima skupina z dodatkom glicerola večjo integriteto in kakovost membran, 
medtem ko v skupni gibljivosti spermijev ni bilo razlik, v progresivni gibljivosti so bile 
razlike zgolj minimalne. V eni liniji puranov so ugotovili, da na oploditveno sposobnost 
vplivata tako krioprotektor in razredčevalec kot tudi metoda razredčitve. Največji delež 
jajc z živimi zarodki so zabeležili pri kombinaciji ASG razredčevalca, krioprotektorja 
DMA in stalne koncentracije spermijev v semenu. Rezultati študije so sicer izkazovali zelo 
veliko variabilnost, kar Long in sod. (2014) pripisujejo predvsem vplivu linije puranov. 
2.3.6 Dimetil formamid 
DMA ni edini krioprotektor, za katerega raziskovalci menijo, da lahko ustrezno zamenja 
glicerol. V več raziskavah je bil uporabljen tudi dimetil formamid (DMF), ki ima v 
primerjavi z glicerolom nekatere prednosti. Ena od teh je, da je molekula DMF tako kot 
ostali amidi hidrofilna, zato pri interakcijah DMF z vodo pride do manjše tvorbe ledenih 
kristalov znotraj spermijev (Bianchi in sod., 2008, cit. po Mota Filho in sod., 2011). Poleg 
tega ima DMF manjšo molekulsko maso kot glicerol, zato v primerjavi z njim DMF 
zmanjša osmotski stres na spermije (Ball in Vo, 2001, cit. po Mota Filho in sod., 2011). 
Kako DMF vpliva na zamrznjeno perutninsko seme, so med drugim raziskovali Seigneurin 
in sod. (2013). V svoji študiji, znotraj katere so izvedli več poskusov, so primerjali učinek 
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DMF na oploditveno sposobnost zamrznjenega semena samcev pegatk z učinkom 
glicerola, etilen glikola in DMA. Znano je, da ima seme samcev pegatk določene 
biokemijske in biofizikalne lastnosti, zaradi katerih je njegovo zamrzovanje bolj zahtevno 
kot pri petelinih in puranih. Do sedaj so seme  pegatk zamrzovali po prilagojenih postopkih 
za zamrzovanje petelinjega semena, s to študijo pa so Seigneurin in sod. (2013) hoteli 
razviti metodo, ki bi bila namenjena zgolj zamrzovanju semena pegatk, zato so v svojih 
poskusih poleg različnih krioprotektorjev preizkušali tudi različne razredčevalce ter 
postopke zamrzovanja in tajanja. Seme samcev pegatk so s trebušno masažo zbirali dvakrat 
tedensko, združeno seme so nato v prvem poskusu razdelili na 4 dele in vsak del razredčili 
z ustreznim razredčevalcem. Končna koncentracija DMF v semenu, razredčenem z 
razredčevalcem BHSV (Von Hübner in Schram, 1988, cit. po Seigneurin in sod., 2013) je 
znašala 6 %. Pri vzorcu z DMA je bila koncentracija krioprotektorja enaka kot pri DMF, 
uporabljen je bil razredčevalec FEB (Tselutin in sod., 1999, cit. po Seigneurin in sod., 
2013) V vzorcu z glicerolom je bila koncentracija le-tega 11 %, seme so razredčili z 
Lakeovim PC razredčevalcem (Lake in Stewart, 1978, cit. po . Seigneurin in sod., 2013) V 
zadnjem vzorcu je bila koncentracija etilen glikola 10 %, pri tem vzorcu so enako kot pri 
DMF uporabili razredčevalec BHSV. Tudi hitrost zamrzovanja semena ter postopki tajanja 
so se od vzorca do vzorca razlikovali. Z odtajanim semenom so osemenili pegatke in 
ugotovili, da pri uporabi semena z glicerolom in etilen glikolom ni bilo oplojeno niti eno 
jajce, zato teh dveh krioprotektorjev niso vključili v nadaljnje poskuse. Pri uporabi DMA 
so ugotovili 8 % oplojenost jajc, pri uporabi DMF pa 14 % oplojenost jajc (Seigneurin in 
sod., 2013). 
V drugem poskusu so Seigneurin in sod. (2013) kot krioprotektor uporabili samo DMF. 
Ugotavljali so, kako ob uporabi DMF hitrost zamrzovanja vpliva na oploditveno 
sposobnost odtajanega semena. Prvo skupino so zamrzovali s hitrostjo -1 °C/min, drugo 
skupino s hitrostjo -15 °C/min, tretjo skupino s hitrostjo -30 °C/min. Vse tri skupine 
semena so odtajali v vodni kopeli pri 4 °C za 3 minute. Ugotovili so, da je bila oplojenost 
jajc pri največji hitrosti zamrzovanja značilno večja od drugih dveh in je znašala 32,6 %. 
Pri hitrosti zamrzovanja -1 °C/min je oplojenost jajc znašala 20,4 %, pri hitrosti 
zamrzovanja -15 °C/min le 16,7 %. V tretjem poskusu so ob uporabi DMA in pri hitrosti 
zamrzovanja -30 °C/min analizirali vpliv ravni tajanja semena na oplojenost jajc. Prvo 
skupino semena so tajali 3 minute v vodni kopeli pri 4 °C, drugo skupino 1 minuto pri 20 
°C in tretjo skupino 5 sekund v vodni kopeli pri 40 °C. Med skupinami ni bilo statistično 
značilnih razlik v oplojenosti jajc. Četrti poskus je bil zasnovan tako, da so pri enakih 
pogojih redčenja, zamrzovanja in tajanja semena primerjali učinek 4 različnih poskusnih 
skupin na oploditveno sposobnost zamrznjenega in odtajanega semena samcev pegatk. 
Poleg semena, razredčenega z razredčevalcem BHSV in z dodanim DMF ter semena, 
razredčenega z razredčevalcem FEB in z dodanim DMA, so dobili še dve skupini tako, da 
so  semenu, razredčenemu s razredčevalcem FEB dodali DMF ter semenu, razredčenemu s 
razredčevalcem BHSV, dodali DMA. Največjo oplojenost jajc so zabeležili v skupini z 
 Bizjak M.  Vpliv razredčevalca in temperature … na potencial odmrznjenega petelinjega semena. 




razredčevalcem BHSV in krioprotektorjem DMF, znašala je 65,0 %. Najmanjšo oplojenost 
jajc so zabeležili v skupin z razredčevalcem FEB in krioprotektorjem DMA, znašala je 
39,5 %. Skupini z dodanim DMF sta imeli večjo oplojenost jajc kot skupini z dodanim 
DMA. Kot razredčevalec se je bolj izkazal BHSV, saj je bila v skupinah s tem 
razredčevalcem oplojenost jajc značilno večja kot v skupinah z razredčevalcem FEB V 
petem oziroma zadnjem poskusu so pri dveh različnih hitrostih zamrzovanja (-30 °C in -6 
0°C) primerjali oploditveno sposobnost razredčenega semena s 6 % DMF ter razredčenega 
semena, ki je vseboval  3 % DMF in 3 % DMA. Kot kontrolo so uporabili sveže seme. 
Značilno največja oplojenost jajc je bila ugotovljena v kontrolni skupini (91,8 %). V 
skupini s hitrostjo zamrzovanja -30 °C/min in z dodanim DMF je oplojenost znašala 70,7 
%, v skupini s hitrostjo zamrzovanja -60 °C/min in z dodanima obema krioprotektorjema 
pa 66,3 %, vendar razlike med tema dvema skupinama niso bile statistično značilne. 
Najslabša oplojenost jajc je bila ugotovljena v skupini z dodatkom obeh krioprotektorjev in 
s hitrostjo zamrzovanja -30 °C/min (54,7 %). Seigneurin in sod. (2013) so zaključili, da je 
zamrzovanje semena samcev pegatk po metodi, ki vključuje uporabo krioprotektorja DMF 
ter hitro zamrzovanje in hitro tajanje semena, lahko zelo učinkovito, saj je s to kombinacijo 
parametrov moč doseči 65 % do 70 % oplojenost jajc. 
2.3.7 Aminokisline 
Ena od skupin kemičnih snovi s krioprotektivnim učinkom so tudi aminokisline. Te pri 
nekaterih rastlinskih in živalskih vrstah ob nizkih temperaturah izboljšajo celično 
odpornost. Ena od tovrstnih aminokislin je L-glutamin, za katerega se ugotavlja, da s svojo 
antioksidacijsko aktivnostjo varuje spermije pred peroksidacijo oziroma poškodbami 
celičnih membran. Prav zato so to aminokislino že uporabili kot krioprotektor pri 
zamrzovanju semena nekaterih sesalcev. Za zamrzovanje perutninskega semena do sedaj 
L-glutamin še ni bil uporabljen, zato so Bakhshayesh Khiabani in sod. (2017) v svoji 
študiji raziskovali, kako različne vsebnosti glutamina v Beltsvillskem razredčevalcu 
vplivajo na kakovost zamrznjenega petelinjega semena. Seme 8 petelinov provenience ross 
308 so združili in nato razdelili na 4 dele. Prvi del je služil kot kontrola, zato so ga 
razredčili z Beltsvillskim razredčevalcem brez dodatka L-glutamina. Ostale tri doze 
semena so razredčili z razredčevalcem, ki je vseboval dodatek 2,5 mM, 5 mM ali 7,5 mM 
L-glutamina. Nato so s semenom napolnili 0,25 ml slamice in jih zamrznili v tekočem 
dušiku. Slamice so čez 15 in nato še čez 30 dni odtajali na način, da so jih potopili v vodno 
kopel s temperaturo 37 °C za 30 minut. Po tajanju so izmerili skupno in progresivno 
gibljivost ter vitalnost spermijev s pomočjo programa CASA in barvanja z eozinom. 
Ugotovili so, da je dodatek 5 mM glutamina v primerjavi z ostalima dvema skupinama in 
kontrolno skupino izboljšal vitalnost ter skupno in progresivno gibljivost spermijev. Vsi 
našteti parametri so bili najslabši pri kontrolni skupini tako po 15 dneh kot tudi po 30 dneh 
od odvzema in zamrzovanja semena. Bakhshayesh Khiabani in sod. (2017) so priporočili 
dodatek 2,5 mM glutamina, saj je bila pri tej vsebnosti integriteta membrane spermijev 
najmanj prizadeta in najmanj je patološko oblikovanih spermijev. Raziskovalci niso 
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ugotovili mehanizma delovanja glutamina v zamrznjenem semenu, sklepali pa so, da so 
njegove krioprotektivne lastnosti povezane z njegovim antioksidacijskim učinkom. 
Rezultati njihove študije kažejo, da dodatek glutamina v razredčevalcu izboljša kakovost 
odtajanega petelinjega semena, seme pa je lahko zamrznjeno dlje časa. 
L-glutamin ni edina aminokislina, katere vpliv na shranjevanje petelinjega semena je 
zanimal raziskovalce. L-karnitin (LC) je vitaminom podobna aminokislina, ki ima ključno 
vlogo pri tvorbi metabolne energije spermijev in olajša transport maščobnih kislin v 
mitohondrije semenskih celic (Hinton in sod, 1979, cit. po Fattah in sod., 2017b). Zaradi 
metabolne in antioksidacijske vloge te spojine so z njo Fattah in sodelavci (2017b) 
poskušali izboljšati učinek Beltsvillskega razredčevalca na kakovost petelinjega semena, ki 
v tej študiji sicer ni bilo globoko zamrznjeno, temveč zgolj ohlajeno na 5°C, zato naj bi se 
v nasprotju s semenom, zamrznjenim v tekočem dušiku, uporabilo v roku 24 ur po 
odvzemu. Fattah in sod. (2017b)  so seme 12 petelinov provenience ross 308 združili in 
nato razdelili na 6 enakih delov. Prvi del so uporabili za kontrolo, zato v razredčevalcu ni 
bilo dodanega LC. Preostale dele semena so razredčili z razredčevalcem, v katerega so 
dodali 0,5 mM, 1,0 mM, 2,0 mM, 4,0 mM ali 8,0 mM LC. Seme so ohladili na 5 °C in ga 
pri tej temperaturi shranili za 48 ur. Takoj po hlajenju so analizirali gibljivost, vitalnost, 
funkcionalnost membrane, stopnjo peroksidacije lipidov ter aktivnost mitohondrijev, kar so 
ponovili tudi po 24-ih ter 48-ih urah. Semenu, ki je bilo shranjeno 24 ur, so določili tudi 
oploditveno sposobnost. Ugotovili so, da takoj po hlajenju med vzorci ni bilo razlik v 
nobenem parametru. Tako po 24-ih urah kot po 48-ih urah je seme v vzorcih z 1,0 mM in 
2,0 mM LC v razredčevalcu imelo najboljšo gibljivost, vitalnost, funkcionalnost membrane 
in aktivnost mitohondrijev, medtem ko je bila stopnja peroksidacije lipidov manjša kot pri 
ostalih vzorcih. Pri teh dveh vzorcih je oplojenost jajc znašala 78 %, medtem ko je v 
kontrolni skupini znašala  le 64 %. Ostali vzorci z dodatkom LC v primerjavi s kontrolno 
skupino niso izboljšali omenjenih parametrov, še več, pri nekaterih parametrih so dosegli 
celo slabše rezultate. Glede na rezultate Fattah in sod. (2017b) svetujejo uporabo LC v 
Beltsvillskem razredčevalcu, saj lahko izboljša tako kakovost kot oploditveno sposobnost 
ohlajenega petelinjega semena pod pogojem, da dodamo optimalno količino LC v 
razredčevalec. 
Fattah in sod. (2017a)  so naredili še en poskus z dodajanjem LC v razredčeno seme, pri 
čemer pa so tokrat seme tudi zamrznili v tekočem dušiku, ga v vodni kopeli pri 37 °C za 5 
sekund odtajali in nato analizirali njegovo kakovost. Seme 12 petelinov so združili in ga 
razdelili na 6 delov. Prvi del semena je služil kot kontrola, zato v razredčevalcu ni bilo 
dodanega LC. Preostale dele semena so razredčili z Beltsvillskim razredčevalcem, v 
katerega so dodali enake količine LC kot v prejšnjem poskusu. Podobno kot v prejšnjem 
poskusu sta imela vzorca z 1,0 mM in 2,0 mM LC v razredčevalcu največjo skupno in 
progresivno gibljivost, vitalnost, funkcionalnost membrane in manjšo stopnjo peroksidacije 
lipidov kot pri kontrolni skupini. Ostali vzorci z dodatkom LC v primerjavi s kontrolno 
skupino podobno kot pri prejšnjem poskusu niso izboljšali omenjenih parametrov, medtem 
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ko so bile pri skupini z vsebnostjo 8,0 mM LC v razredčevalcu ugotovljene manjša skupna 
in progresivna gibljivost ter vitalnost v primerjavi s kontrolo. V mitohondrijski aktivnosti 
in morfoloških nepravilnostih spermijev med skupinami ni bilo značilnih razlik. Na 
podlagi rezultatov Fattah in sod. (2017a) zaključujejo, da lahko vsebnost 1,0 mM in 2,0 
mM LC v razredčevalcu bistveno izboljša kakovost petelinjega semena. 
2.3.8 Trehaloza in sukroza 
Poleg krioprotektorjev, ki zlahka prodirajo v spermalne celice se za globoko zamrzovanje 
uporabljajo tudi taki, ki v spermije ne prodrejo. Slednje delimo na osmotsko aktivne in 
osmotsko neaktivne. Med osmotsko aktivne krioprotektorje spadajo disaharidi, kot sta na 
primer trehaloza in sukroza, medtem ko osmotsko neaaktivni vključujejo polisaharide, kot 
sta hidroksietilni škrob in maltodekstrin, ter proteine, med katere na primer spadata 
albumin in polivinilpirolidon. Za sukrozo in podobne snovi velja, da ne morejo preiti preko 
celične membrane ter povzročijo dehidracijo celic, saj povečajo osmolarnost 
krioprezervacijskega medija. Po drugi strani velike makromolekule le malo prispevajo k 
povečanju osmolarnosti in zato ne povzročajo dehidracije celic (Oldenhof in sod., 2013, 
cit. po Sieme in sod., 2016). 
V eni od študij so Mosca in sod. (2016) ugotavljali, kakšen je skupen učinek prodirajočih 
in neprodirajočih krioprotektorjev združenih v istem razredčevalcu na kakovost odtajanega 
petelinjega semena. Uporabili so DMA, ki deluje kot prodirajoči krioprotektor, medtem ko 
so kot neprodirajoče krioprotektorje uporabili trehalozo in sukrozo. V poskusu so uporabili 
seme 27 odraslih petelinov provenience lohmann. Odvzeto seme so razdelili na 4 dele, pri 
čemer je prvi del služil kot kontrola, saj so ga razredčili z Lakeovim  razredčevalcem, v 
katerem je kot krioprotektor nastopal zgolj DMA. Drugi del semena so razredčili z 
razredčevalcem, ki je poleg DMA vseboval tudi 0,1 M trehaloze. Tretji del so razredčili z 
razredčevalcem, ki je namesto trehaloze vseboval 0,1 M sukroze, četrti del semena pa je bil 
razredčen z Lakeovim razredčevalcem, ki je vseboval vse tri krioprotektorje – poleg 6 % 
DMA torej tudi 0,1 M trehaloze in 0,1 M sukroze. Kakovost zamrznjenega in nato 
odtajanega semena so Mosca in sod. (2016) ugotavljali takoj po tajanju ter nato še 5, 10 in 
15 minut po tajanju. Ugotovili so, da sta oba razredčevalca, kjer je kot krioprotektor 
nastopala tudi trehaloza (tako v kombinaciji s sukrozo kot tudi brez nje), ne glede na čas po 
tajanju znatno izboljšala številne parametre gibanja spermijev v primerjavi z 
razredčevalcema, kjer je bil kot krioprotektor uporabljen zgolj DMA oziroma je bila poleg 
DMA uporabljena tudi sukroza. To še posebej velja za delež spermijev, ki se gibljejo 
naravnost, saj je bil le-ta daleč največji pri tretmaju s trehalozo (brez sukroze) takoj po 
tajanju ter po 5 in 10 minutah, le po 15 minutah se je kot najučinkovitejši izkazal tretma, ki 
je poleg trehaloze vseboval tudi sukrozo. Mosca in sod. (2016) so izpostavili, da med 
DMA in trehalozo prihaja do interakcije, ki ima pozitiven učinek na kakovost odtajanega 
semena. Po drugi strani podobne interakcije med DMA in sukrozo niso ugotovili. Iz tega 
razloga bi morale nadaljnje študije raziskovati, kako deluje mehanizem, ki privede do 
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pozitivnega skupnega učinka trehaloze in DMA, saj bi le tako v popolnosti izkoristili 
potencial, ki ga ima trehaloza v kombinaciji z DMA pri zamrzovanju petelinjega semena 
(Mosca in sod., 2016). 
2.3.9 Lipoproteini majhne gostote 
Alternativa do sedaj uveljavljenim krioprotektorjem pri zamrzovanju petelinjega semena bi 
bila lahko uporaba lipoproteinov majhne gostote (LDL). Ker pa do sedaj še ni bilo narejene 
nobene študije o vplivu LDL na perutninsko seme, so Shahverdi in sod. (2015) proučevali, 
ali bi bil LDL kot krioprotektor primeren za zamrzovanje petelinjega semena. Zbrali so 
seme 6 petelinov pasme beli leghorn in ga razdelili na 6 enakih delov. Prvi del je služil kot 
kontrola, zato so ga razredčili z Beltsvillskim razredčevalcem brez dodanega LDL. 
Preostalih 5 delov so razredčili z razredčevalci, v katere so dodali 1 %, 2 %, 4 %, 6 % ali 8 
% LDL. V prvem poskusu so razredčeno seme napolnili v 0,25 ml slamice in jih globoko 
zamrznili. Slamice so tajali v vodni kopeli s temperaturo 37 °C za 30 sekund. Nato so 
ocenili parametre gibljivosti, integriteto membrane, število odmrlih celic in mitohondrijsko 
aktivnost. Na podlagi rezultatov so izbrali najbolj kakovostno seme in ga uporabili v 
drugem poskusu, kjer so ugotavljali oplojenost jajc. Shahverdi in sod. (2015) so ugotovili, 
da so imeli spermiji iz semena, razredčenega z razredčevalcem z dodatkom 4 % LDL 
največjo gibljivost, integriteto membrane spermijev, mitohondrijsko aktivnost in vitalnost, 
medtem ko integriteta akrosoma in progresivna gibljivost nista bili odvisni od vsebnosti 
LDL v razredčenem semenu. V drugem delu poskusa so zabeležili 49,5 % delež 
oplojenosti pri jajcih, ki so jih znesle kokoši, osemenjene s semenom z dodatkom 4 % 
LDL, medtem ko je bil delež oplojenih jajc iz kontrolne skupine zgolj 29,2 %. Shahverdi in 
sod. (2015) sklepajo, da še dodatno povečanje vsebnosti LDL v razredčevalcu poveča 
viskoznost in s tem otežuje gibanje spermijev v razredčevalcu, prav tako večje 
koncentracije LDL po vsej verjetnosti povečajo osmotski pritisk, kar negativno vpliva na 
kakovost semena. Raziskovalci so priporočili dodatek 4 % LDL v razredčevalec, saj tako 
lahko izboljšamo tako kakovost zamrznjenega petelinjega semena kot tudi oplojenost jajc, 
oplojenih s tem semenom. 
2.3.10 Na holesterol vezani ciklodekstrini 
Na holesterol vezani ciklodekstrini (CLC) so ena od skupin kemičnih spojin, ki bi lahko 
imela krioprotektiven učinek na petelinje seme. Ciklodekstrini so ciklični oligosaharidi, ki 
nastanejo iz škroba ob prisotnosti encima, imenovanega ciklodekstrinska 
glikoziltransferaza (Jouni in sod., 2000, cit. po Chuaychu-noo in sod., 2017). Chuaychu-
noo in sod. (2017) so raziskovali, kako vsebnost CLC vpliva na kakovost in oploditveno 
sposobnost zamrznjenega petelinjega semena. V poskusu so uporabili pasmi pradu hang 
dum in rhode island red. Seme vsake pasme so razdelili na 4 dele. Prvi del je služil kot 
kontrola, zato so ga razredčili z razredčevalcem Schramm, ki ni vseboval CLC. Preostale 3 
dele so razredčili z enakim razredčevalcem, le da je ta vseboval še 1 mg/ml, 2 mg/ml ali 3 
mg/ml CLC. Pri temperaturi 5 °C so semenu dodali krioprotektor DMF, tako da je bilo v 
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končnem volumnu razredčenega semena 6 % DMF. Po zamrzovanju in tajanju semena so 
določili gibljivost in vitalnost spermijev, integriteto akrosomov, delež funkcionalnih 
mitohondrijev ter koncentracijo malondialdehida v semenu, v nadaljevanju so z odtajanim 
semenom tudi osemenili kokoši. Ugotovili so, da sta imeli skupini z vsebnostjo CLC 2 
mg/ml in 3 mg/ml v razredčevalcu največji delež vitalnih spermijev, za najslabšo se je pri 
tem parametru izkazala kontrolna skupina, ki je imela obenem tudi najmanjši delež 
spermijev z nepoškodovanimi akrosomi ter funkcionalnimi mitohondriji, medtem ko med 
samimi poskusnimi skupinami pri teh dveh parametrih ni bilo razlik. V koncentraciji 
malondialdehida med skupinami ni bilo razlik. Oplojenost jajc je bila značilno večja pri 
skupini z vsebnostjo CLC 1 mg/ml v primerjavi z ostalimi skupinami. Chuaychu-noo in 
sod. (2017) niso ugotovili interakcije med pasmo kokoši in vsebnostjo CLC v 
razredčevalcu. Glede na rezultate sklepajo, da dodatek CLC v razredčenem semenu 
izboljša njegovo kakovost, zaradi izboljšanja oploditvene sposobnosti spermijev pa najbolj 
priporočajo vsebnost 1 mg CLC/ml razredčevalca (Chuaychu-noo in sod., 2017). 
Vlogo ciklodekstrinov pri zamrzovanju petelinjega semena so raziskovali tudi Partyka in 
sod. (2018). V študiji so se spraševali, ali je bolj učinkovita uporaba samih ciklodekstrinov 
ali CLC, zato so med seboj primerjali krioprotektivni učinek dveh ciklodekstrinov (HBCD 
in MBCD) na eni strani in dveh na holesterol vezanih ciklodekstrinov (HCLC in MCLC) 
na drugi strani. Pri tem so dodajali različne koncentracije vseh štirih snovi v sveže, 
ohlajeno, ter kasneje zamrznjeno in odtajano seme. Ugotovili so, da sta imeli pri odtajanem 
semenu skupini s CLC manjšo progresivno gibljivost in hitrost gibanja spermijev, manjši 
delež spermijev z nepoškodovanimi membranami in akrosomi, manjšo mitohohondrijsko 
aktivnost v spermijih in najmanjši delež celic brez apoptoze. Po rezultatih sodeč nikakor ne 
moremo sklepati, da po globokem zamrzovanju semena na holesterol vezani cikodekstrini 
izboljšajo vitalnost spermijev (Partyka in sod., 2018). Po tajanju semena se je za najbolj 
učinkovitega pokazal dodatek 2 mg HBCD/ml, saj je imela ta skupina v primerjavi s 
kontrolo večji delež gibljivih spermijev ter spermijev z velikim mitohondrijskim 
potencialom. Po drugi strani CLC, še posebej MCLC, očitno škodijo petelinjim spermijem, 
saj povzročajo apoptozo, zmanjšujejo mitohondrijski potencial ter povzročajo poškodbe na 
akrosomih in plazemskih membranah spermijev. Ker se je HBCD v tem poskusu izkazal 
kot najbolj učinkovit dodatek, so Partyka in sod. (2018) mnenja, da bi morale naslednje 
študije iti v smeri proučevanja vpliva HBCD na oploditveno sposobnost spermijev, s tem 
bi lahko rezultate lažje primerjali tudi z rezultati ostalih študij. 
2.3.11 Hialuronska kislina 
Mnoge snovi so bile že uporabljene pri globokem zamrzovanju semena sesalcev, ne pa tudi 
perutninskega semena. Tak primer je tudi hialuronska kislina (HA), za katero je dokazano, 
da je ustrezen dodatek pri zamrzovanju semena nekaterih vrst, kot sta koza (Selmani in 
sod., 2013, cit. po Lotfi in sod., 2017) in govedo (Eidan, 2016, cit. po Lotfi in sod., 2017).  
Lotfi in sod. (2017) so izpeljali poskus, v katerem so proučevali učinek različnih 
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koncentracij HA v Beltsvillskem razredčevalcu na kakovost in oploditveno sposobnost 
zamrznjenega in odtajanega petelinjega semena. Seme so s pomočjo trebušne masaže 
odvzeli 6 petelinom provenience ross 308, ga združili in razdelili na 5 enakih delov. Prvi 
del so razredčili z razredčevalcem, ki ni vseboval HA in je služil kot kontrolna skupina, 
preostale 4 dele semena pa so razredčili z razredčevalcem, ki je vseboval 1, 2, 4 ali 8 mM 
HA. Po tajanju semena so določili parametre gibljivosti spermijev, morfologijo, 
funkcionalnost membran, vitalnost spermijev, integriteto akrosomov, lipidno peroksidacijo 
in oploditveno sposobnost. Rezultati so pokazali, da je imela skupina z dodatkom 2 mM 
HA v razredčevalcu največjo skupno in progresivno gibljivost spermijev. Na drugi strani 
sta bila omenjena parametra pri skupini z dodatkom 8 mM HA celo manjša kot pri 
kontrolni skupini. Skupini z dodatkom 1 mM in 2 mM HA sta imeli večjo stopnjo 
funkcionalnosti membran ter integritete akrosomov kot ostale skupine. V teh dveh 
skupinah so izmerili tudi manjšo tvorbo malondialdehida. Z odtajanim semenom z 
dodatkoma 1 mM in 2 mM HA v razredčevalcu so nato osemenili kokoši in ugotovili, da je 
bila tudi oplojenost jajc v teh dveh skupinah veliko boljša kot v kontrolni. Pri tej skupini je 
bilo oplojenih le 40 % jajc, pri skupini z dodatkom 1 mM HA je bilo oplojenih 63,7 % jajc, 
pri skupini z dodatkom 2 mM HA pa kar 67,5 % jajc. Ti rezultati očitno potrjujejo hipotezo 
Lotfija in sod. (2017), da dodatek HA v semenu med zamrzovanjem zmanjšuje število 
poškodb, ki na spermijih nastanejo zaradi oksidacije. Slabše rezultate pri skupinah z večjo 
koncentracijo HA si Lotfi in sod. (2017) razlagajo s tem, da večja vsebnost HA verjetno 
poveča fluidnost plazemske membrane do te mere, da spermiji postanejo bolj dovzetni za 
lipidno peroksidacijo. Lotfi in sod. (2017) navajajo, da lahko z dodajanjem primerne 
koncentracije HA (1 mM in 2 mM) v razredčevalec izboljšamo kakovost zamrznjenega 
petelinjega semena. 
2.3.12 Katalaza in vitamin E 
Moghebeli in sod. (2016) so ugotavljali, kako na kakovost in oploditveno sposobnost 
odtajanega semena vplivata antioksidanta katalaza (CAT) in vitamin E (VitE). Seme 
petelinov pasme Arian so zbirali dvakrat tedensko in ga z modificiranim Beltsvillskim 
razredčevalcem razredčili do končnih koncentracij 200 milijonov, 400 milijonov in 600 
milijonov spermijev/ml. Vsako od treh redčenj so nato razdelili na 3 dele. En del znotraj 
vsakega redčenja je služil kot kontrola in ni vseboval dodatkov, v drugi del so dodali 5 mg 
VitE/ml in v tretji del vsakega redčenja so dodali 100 IU CAT/ml, kar pomeni, da so na 
koncu dobili 3 kontrolne in 6 poskusnih skupin. Po tajanju so v vsaki skupini analizirali 
gibljivost spermijev, integriteto membran ter funkcionalnost mitohondrijev. Z odtajanim 
semenom so osemenili 100 kokoši in spremljali oplojenost jajc ter valilnost piščancev. 
Ugotovili so, da je v kontrolnih skupinah skupna gibljivost spermijev ter funkcionalnost 
mitohondrijev upadala z naraščanjem koncentracije spermijev v semenu. Ne glede na 
koncentracijo spermijev v vzorcih (200, 400, 600 milijonov/ml) so bili v poskusnih 
skupinah pri isti koncentraciji vsi analizirani parametri večji (boljši) kot v kontrolni 
skupini. Tako pri CAT kot pri VitE so največjo skupno in progresivno gibljivost ter 
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integriteto membran zabeležili pri koncentraciji 400 milijonov spermijev/ml razredčenega 
semena. Pri nobeni koncentraciji spermijev dodatka CAT in VitE nista vplivala na 
oplojenost jajc in valilnost piščancev. Moghebeli in sod. (2016) poglaviten razlog za to, da 
se pri nobenem od dodatkov oplojenost jajc ni izboljšala, vidijo predvsem v glicerolu, ki je 
bil v tem poskusu uporabljen kot krioprotektor. Menijo, da se bo dodajanje obeh 
antioksidantov odrazilo v večji oplojenosti jajc šele takrat, ko bomo razpolagali z 
učinkovitejšimi metodami za odstranitev glicerola pred osemenitvijo kokoši od tistih, ki so 
nam sedaj na voljo. Na podlagi rezultatov Moghebelija in sod. (2016) lahko sklepamo, da 
kljub izboljšanju praktično vseh analiziranih parametrov kakovosti zamrznjenega in 
odtajanega semena tako CAT kot VitE ne pripomoreta k izboljšanju oplojenosti jajc. 
2.3.13 Polivinilpirolidon 
Za perutninsko seme je značilna majhna vsebnost vode. Zato se v zadnjem času veliko 
razpravlja o tem, da bi prodirajoče krioprotektorje nadomestili z neprodirajočimi. Tako so 
Rakha in sod. (2017) izpeljali poskus, v katerem so krioprotektor glicerol zamenjali s 
polivinilpirolidonom (PVP). Zbrali so seme 8 petelinov divje kokoši (bankiva-rdeče 
džungelske kokoši) in ga razdelili na 5 enakih delov. Prvi del semena so uporabili za 
kontrolo, zato je razredčevalec namesto PVP vseboval 20 % glicerola. Preostale dele 
semena so v razmerju 1:1 razredčili z razredčevalcem, ki je vseboval 4 %, 6 %, 8 % ali 10 
% PVP. Seme so napolnili v 0,5 ml slamice in ga zamrznili v tekočem dušiku. Odtajali so 
jih v 30 sekundah v vodni kopeli s temperaturo 37 °C. Celoten postopek je bil opravljen v 
petih ponovitvah. V laboratoriju so analizirali gibljivost in vitalnost spermijev ter 
integriteto plazemske membrane in akrosomov. Ugotovili so, da so imeli vsi našteti 
parametri največje vrednosti pri semenu, razredčenim z razredčevalcem, ki je vseboval 6 % 
PVP. To velja za seme tako pred zamrzovanjem kot po tajanju. Kontrolna skupina je imela 
pri večini parametrov najslabše rezultate, kar se je še zlasti izkazalo v analizah, ki so bile 
opravljene po tajanju. Zaradi najboljših rezultatov laboratorijskih testov so s semenom, 
razredčenim z razredčevalcem s 6 % PVP, osemenili kokoši ter spremljali oplojenost jajc 
in valilnost piščancev. V primerjavi s kontrolno skupino so najboljše rezultate zabeležili 
pri vzorcu, ki je vseboval PVP. V tej skupini je oplojenost znašala 74,9 % in valilnost 67,7 
%, medtem ko je v kontrolni skupini oplojenost znašala 58,2 % in valilnost 50,6 %. Rakhi 
in sod. (2017) ni uspelo v celoti dognati mehanizma delovanja PVP kot krioprotektorja, 
nedvomno pa je njegov pozitiven učinek skupek več dejavnikov, kot so koligativne 
lastnosti PVP pri nizkih temperaturah (znižanje tališča) in razvijanje ovoja okrog 
membrane spermijev . Za izboljšanje kakovosti semena in valilnosti Rakha in sod. (2017) 
priporočajo, da se v razredčevalec doda 6 % PVP. 
2.3.14 Aloe vera 
Krioprotektorja za perutninsko seme z optimalnimi lastnostmi še (vedno) ne poznamo, zato 
raziskovalci vztrajno iščejo alternative že uveljavljenim krioprotektorjem. Kokošji 
rumenjak trenutno velja za enega najboljših krioprotektorjev, ki uspešno preprečujejo 
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poškodbe spermijev zaradi zamrzovanja tako pri domačih kot tudi divjih vrstah živali. Ima 
pa dve pomembni šibki točki. Prvič, jajčni rumenjak znatno zmanjša oploditveno 
sposobnost spermijev in drugič, gre za snov živalskega izvora, preko katere se lahko 
prenašajo različne, predvsem pa bakterijske okužbe. To predstavlja oteževalno okoliščino 
pri prometu z zamrznjenim semenom med različnimi regijami oziroma državami. Dodatno 
lahko nekateri delci jajčnega rumenjaka motijo mikroskopske analize in biokemijske teste, 
saj so zelo podobne velikosti in oblike kot živalski spermiji (Souza in sod., 2016). Zaradi 
vsega naštetega bi bilo koristno poiskati zamenjavo jajčnemu rumenjaku oziroma vsem 
snovem živalskega izvora, ki jih uporabljamo pri zamrzovanju semena. Ena od alternativ 
jajčnemu rumenjaku bi lahko bila uporaba ekstrakta aloe vere. Po eni strani gre za snov 
rastlinskega izvora, po drugi strani pa vsebuje učinkovine, ki bi zagotavljale zaščito 
spermijem med postopkom globokega zamrzovanja (Boudreau in sod., 2006, cit. po Souza 
in sod., 2016). Že mnogo let je ta rastlina znana po zdravilnih in terapevtskih učinkih, kar 
izkoriščajo predvsem v kozmetični industriji. V dosedanjih raziskavah so krioprotektivne 
lastnosti aloe vere testirali le pri zamrzovanju ovčjega in kozjega semena, zato bi veljalo 
raziskave osredotočiti tudi na seme drugih živalskih vrst. 
Souza in sod. (2016) so proučevali krioprotektivni učinek aloe vere na seme pekarjev vrste 
Pecari tajacu. Želeli so izvedeti, kakšen učinek ima ekstrakt aloe vere v razredčenem 
semenu v primerjavi z enako koncentracijo jajčnega rumenjaka ter katera koncentracija 
aloe vere v razredčenem semenu vodi do najboljših rezultatov. V poskusu so zbirali seme 
12 odraslih samcev pekarjev, ki so ga pridobili s pomočjo elektroejakulatorja. Seme petih 
samcev so združili in ga nato razdelili na dva dela, pri čemer so en del razredčili z 
razredčevalcem, ki je vseboval 20 % jajčnega rumenjaka, drugi del pa z razredčevalcem, ki 
je vseboval enak delež ekstrakta aloe vere. V obeh primerih je bil kot osnovni 
razredčevalec uporabljen Tris, dosežena koncentracija razredčenega semena je bila 100 
milijonov spermijev/ml. Vzorce so neposredno po redčenju analizirali, da bi ugotovili, 
kakšna je vitalnost spermijev, skupna gibljivost, osmotski odziv in morfologija. Vzorce so 
nato za pol ure ohladili na 5 °C in jih ponovno ogreli na 37 °C. To so v naslednjih 36 urah 
naredili trikrat in vsakič ob tem ponovno analizirali vse naštete parametre. Za zamrzovanje 
so zbirali in združili seme vseh dvanajstih samcev in ga nato združenega razdelili na 4 
dele. En del je služil kot kontrola, zato so ga razredčili z razredčevalcem Tris, ki je 
vseboval 20 % jajčnega rumenjaka, medtem ko so ostale tri dele razredčili z istim 
razredčevalcem, ki je namesto rumenjaka vseboval 5 %, 10 % oziroma 20 % aloe vere. 
Seme so redčili na sobni temperaturi, vzorce ohladili na 5 °C in jih dodatno razredčili z 
razredčevalcem, ki je vseboval 6 % glicerola vse dokler niso dosegli končne 3 % 
koncentracije glicerola. Sledilo je polnjenje v 0,25 ml slamice in globoko zamrzovanje v 
tekočem dušiku. Po enem tednu v tekočem dušiku so vzorce odtajali na način, da so jih za 
eno minuto potopili v vodno kopel s temperaturo 37 °C. Odtajano seme so analizirali, mu 
določili parametre gibljivosti, vitalnost, morfološke lastnosti in osmotski odziv. Pri 
vzorcih, ki so bili samo ohlajeni in so vsebovali jajčni rumenjak ali aloe vero, niso našli 
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razlik pri nobeni od naštetih lastnosti, tudi pri zamrznjenih vzorcih so bili rezultati podobni 
pri obeh dodatkih. Analiza s programom CASA je razkrila, da med različnimi 
koncentracijami aloe vere pri večini lastnosti ni bilo razlik. Ugotovili so, da so vzorci z 20 
% aloe vere v razredčevalcu dosegli največji delež spermijev, ki so se gibali naravnost in 
hkrati najmanjši delež spermijev, ki se niso gibali premočrtno. Souza in sod. (2016) 
menijo, da bi razredčevalec, ki bi vseboval 20 % aloe vere, lahko učinkovito zamenjal 
razredčevalec z enako vsebnostjo jajčnega rumenjaka. 
2.4 TEMPERATURA TAJANJA 
Poleg različnih protokolov za zamrzovanje semena poznamo tudi več različnih protokolov 
za tajanje semena. To velja tudi za krioprezervacijo perutninskega semena, zato se kaže 
določena potreba po standardizaciji protokolov tudi na področju tajanja, saj bi le tako lahko 
prispevali k  zmanjšanju variabilnosti med rezultati. Prav s tem namenom so študijo izvedli 
Miranda in sodelavci (2018), v kateri so poleg 4 različnih krioprotektorjev uporabili tudi 2 
različni temperaturi tajanja.   
Seme petelinov ross PM3 (težki-mesni tip) so razredčili v osnovnem razredčevalcu, 
kateremu so dodali 6 % dimetil acetamida, 7,5 % dimetil formamida, 9 % N-metil 
acetamida ali 8 % etilen glikola. Razredčeno seme so napolnili v 0,25 ml plastične slamice 
in ga zamrznili v tekočem dušiku. Odmrzovanje semena je potekalo tako, da so slamice 
potopili v vodno kopel s temperaturo 5 °C za 2 minuti, pri drugem tretmaju so v vodno 
kopel s temperaturo 37 °C slamice potopili za 30 sekund. Nato so glede na različne pogoje 
zamrzovanja in tajanja semena opravili analize gibljivosti, vitalnosti in membranske 
destabilizacije. Primerjali so tudi morfološke lastnosti svežega in zamrznjenega ter nato 
odtajanega semena. Rezultati so pokazali, da je kombinacija etilen glikola in tajanja pri 5 
°C tista, ki odstopa od drugih, saj v primerjavi z ostalimi tretmaji izboljša progresivno 
gibljivost spermijev, razen tega je ta kombinacija edina, ki poleg uporabe dimetil 
formamida ob tajanju pri 5 °C izboljša tudi skupno gibljivost spermijev. Med vsemi 
ostalimi kombinacijami krioprotektorjev in temperatur tajanja ni bilo značilnih razlik niti 
pri skupni niti pri progresivni gibljivosti spermijev. Ti rezultati potrjujejo hipotezo, da naj 
bi etilen glikol kot krioprotektor zaradi privlačnosti med njegovimi kemijskimi skupinami 
in molekulami membrane spermijev, nizke molekulske mase ter velike membranske 
prepustnosti dosegal boljše rezultate pri nižji temperaturi tajanja. Nižja temperatura tajanja 
je pri ptičjem semenu verjetno bolj primerna tudi zato, ker je v nasprotju s sesalskimi 
vrstami ptičje seme precej bolj občutljivo na lipoperoksidacijo (Fujihara in Horwath, 1978, 
cit. po Miranda in sod., 2018). Poleg najustreznejše temperature tajanja bi se morali v 
nadaljnjih študijah posvečati najbolj optimalni koncentraciji uporabljenega krioprotektorja, 
ne smemo pa zanemariti niti raziskovanja oploditvene sposobnosti odtajanega semena in 
vpliva različnih linij perutnine. 
Vse študije ne potrjujejo hipoteze, da je nižja temperatura tajanja semena pri pticah bolj 
primerna od višje temperature. Panyaboriban in sod. (2016) so raziskovali, kako različni 
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postopki zamrzovanja in tajanja vplivajo na kakovost semena pri žerjavu vrste Antigone 
vipio, pri čemer so primerjali tajanje semena v vodni kopeli pri 4 °C za eno minuto ter 
tajanje v vodni kopeli pri 37 °C za 30 sekund. Pri semenu, ki so ga tajali pri 37 °C, so 
izmerili večjo gibljivost in hitrost gibanja spermijev kot pri semenu, odtajanem pri 4 °C. 
Temperatura tajanja ni imela vpliva na plazemsko membrano spermijev ter integriteto 
akrosomov. Panyaboriban in sod. (2016) razloge za boljšo gibljivost spermijev pri višji 
temperaturi tajanja vidijo v načinu zamrzovanja semena, ki je bil v nasprotju s prejšnjimi 
študijami hitrejši, zato naj bi v celicah nastalo več znotrajceličnih ledenih kristalov. Ti 
kristali bi se pri počasnem tajanju pri 4 °C lahko povečali in zato poškodovali celične 
organele, s tem pa tudi zmanjšali delež gibljivih spermijev. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 ŽIVALI 
V poskusu smo uporabili 71 tednov stare kokoši in peteline pasme slovenska rjava kokoš. 
Istočasno smo v obogatene kletke trinadstropne baterije vselili 28 petelinov in 135 kokoši. 
Peteline smo uhlevili individualno, torej po enega v kletko, medtem ko smo kokoši 
namestili po 9 v posamezno kletko. Živali so bile izpostavljene klasičnemu 
osvetljevalnemu programu – dnevno so bile izpostavljene 14 uram svetlobe in 10 uram 
teme. Krmili smo jih po volji s popolno krmno mešanico za kokoši nesnice, ki jo izdelujejo 
v Jati Emona d.d., na voljo so imele tudi svežo pitno vodo. Kokoši smo po sistemu 
naključja razdelili v 5 skupin, od katerih je ena služila kot kontrolna skupina. Znotraj vsake 
skupine smo imeli tri ponovitve oziroma v našem primeru 3 kletke, kar pomeni, da je bilo 
znotraj ene poskusne skupine 27 kokoši (3 kletke  9 kokoši/kletko). Petelinom smo seme 
odvzeli  z metodo trebušne masaže. Prav z odvzemom semena je povezana izbira pasme 
živali v tem poskusu, saj je odvzem semena po preteklih izkušnjah sodeč najuspešnejši 
prav pri rjavih petelinih. Takoj po odvzemu smo seme vsakega petelina vizualno pregledali 
in ocenili. V kolikor ni bilo vodene konzistence in ni vsebovalo vidnih primesi, kot so 
urati, blato in kri, smo ga združili s semenom drugih petelinov, s čimer smo izničili vpliv 
kakovosti semena posameznega petelina oziroma preprečili, da bi bila katera od kokoši 
osemenjena zgolj s semenom posameznega petelina. Seme smo nato dali na led in ga 
razredčili s posebej pripravljenim (glej poglavje 3.2) razredčevalcem HS1 v razmerju 1:1. 
Sledil je takojšen transport semena na ledu oziroma pri 5 °C v laboratorij, kjer smo del 
vzorca uporabili za analize, drugi del pa smo uporabili za globoko zamrzovanje. 
3.2 PRIPRAVA RAZREDČEVALCEV 
Razredčevalce smo pripravili tako, kot navajajo Ehling in sod. (2012). Osnovne 
razredčevalce smo pripravili tako, da smo zmešali 1,2 g natrijevega glutamata, 0,3 g 
kalijevega acetata, 3,8 g trehaloze, 0,2 g glukoze, 0,5 g N,N-bis (2-hidroksietil)-2-
aminoetan sulfonske kisline (BES), 0,5 g bis (2-hidroksietil) amino tris 
(hidroksimetil)metana (BIS-TRIS) ter 0,001 g gentamicin sulfata. Mešanici vseh naštetih 
snovi smo dodali toliko destilirane vode, da smo dosegli volumen 100 ml. Pri tem smo 
dosegli pH 6,8 in osmolarnost 360 mOsm. Končni razredčevalec HS1 smo pripravili iz 
dveh delov. Prvi del smo dobili tako, da smo k 87 ml osnovnega razredčevalca dodali 13 
ml metil acetamida (MA), medtem ko smo drugi del dobili tako, da smo k 87 ml 
osnovnega razredčevalca primešali 13 ml DMF. Na koncu smo zmešali 100 ml 
razredčevalca z MA in 50 ml razredčevalca z DMF in tako dobili razredčevalec HS1, ki 
smo ga uporabili za razredčevanje semena v kontrolni skupini in v dveh poskusnih 
skupinah. 
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Za pripravo semena za osemenitev preostalih dveh skupin smo pripravili razredčevalec 
HS1AV z dodatkom ekstrakta rastline aloe vera in sicer tako, da smo v 240 ml 
razredčevalca HS1 dodali 60 ml filtriranega soka aloe vere, kar pomeni, da je bilo v tem 
razredčevalcu 20 % soka aloe vere. Končni razredčevalec z dodatkom aloe vere smo enako 
kot v prvem primeru pripravili iz dveh delov. V prvem delu smo k 87 ml razredčevalca s 
sokom aloe vere dodali 13 ml MA, v drugem delu pa smo k 87 ml  razredčevalca s sokom 
aloe vere primešali 13 ml DMF. Nato smo zmešali 100 ml razredčevalca z MA in 50 ml 
razredčevalca z DMF in tako dobili razredčevalec HS1AV, ki smo ga dodali semenu, s 
katerim smo osemenili kokoši v dveh poskusnih skupinah. 
3.3 ZAMRZOVANJE IN TAJANJE SEMENA 
Pred samim zamrzovanjem smo pri 5 °C razredčeno seme še dodatno razredčili z 
razredčevalcema HS1 oziroma HS1AV v razmerju 1:1. Končna koncentracija 
krioprotektorjev MA in DMF skupaj je bila tako v obeh primerih 6,5 %. Dokončno 
razredčeno seme smo nato napolnili v 0,5 ml slamice. Število spermijev v slamici je bilo 
približno 300 milijonov oziroma koncentracija 600 milijonov/ml. Seme smo petelinom 
odvzeli 7-krat. Pri vsakem odvzemu smo za potrebe laboratorijskih analiz napolnili eno 
slamico po poskusni skupini, skupaj torej 7×5=35 slamic, ostalo seme smo napolnili v 
slamice za potrebe osemenjevanja. Za ta namen smo napolnili več kot 100 slamic. Seme v 
slamicah smo programirano zamrznili v zamrzovalniku Mini-Digitcool. Zamrzovanje je 
potekalo v dveh korakih: do temperature -35 °C s hitrostjo 3 °C/min in nato do temperature 
-130 °C s hitrostjo -50 °C/min. V tretjem koraku smo slamice s semenom potopili v tekoči 
dušik (slika 2). 
 
Slika 2: Potop slamic s pripravljenim semenom  za osemenjevanje v tekoči dušik (Stallion – Semen Freezing, 
2018) 
 
Tajanje semena je potekalo pri dveh različnih temperaturah. Dve skupini slamic smo tajali 
tako, da smo jih za 30 sekund položili v vodno kopel s temperaturo 5 °C. Slamice iz drugih 
dveh poaskusnih skupin smo najprej dali v vodno kopel pri 75 °C za 5 sekund in takoj 
zatem še v vodno kopel pri 5 °C za 20 sekund. Po odmrznitvi semena smo z njim 
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osemenili kokoši na farmi oziroma ga po določenem inkubacijskem času  analizirali v 
laboratoriju. 
3.4 LABORATORIJSKE ANALIZE SEMENA 
Po vsakem odvzemu smo v laboratoriju še pred redčenjem s končnim razredčevalcem 
odvzeli del nativnega semena za laboratorijske analize. S programom CASA smo 
ugotavljali skupno koncentracijo spermijev ter delež vseh gibljivih ter progresivno 
gibljivih spermijev. Koncentracijo smo ugotavljali tudi s pomočjo štetja spermijev v 
Burker-Turkovih števnih komoricah. Delež vitalnih spermijev smo ugotavljali s 
hipoozmotskim testom (HOST) ter z barvanjem premazov spermijev s histološkim 
barvilom eozin. Vse omenjene analize smo opravili tudi na odtajanih vzorcih in sicer takoj 
po tajanju ter po treh in šestih urah inkubacije po tajanju. Inkubacija je potekala pri 24 °C. 
Za analize s programom CASA smo seme dodatno razredčili z osnovnim razredčevalcem 
vse do končnega redčitvenega razmerja 1:20. Pred analizo smo vzorce segreli na 37 °C in 
jih s pomočjo pipete nanesli na Maklerjevo kamrico. Tega smo dali pod mikroskop ter 
izbrali 3 naključna polja, v katerih je program določil skupno koncentracijo spermijev, 
koncentracijo in delež gibljivih spermijev ter koncentracijo in delež progresivno gibljivih 
spermijev. Meritve smo izvajali v paralelkah. 
Pri določanju skupne koncentracije spermijev s štetjem v Burker-Turkovih števnih 
komoricah smo seme najprej razredčili z destilirano vodo. Voda na spermijeve deluje tako, 
da po principu osmoze vstopi v njihove glave, zato glave nabreknejo in  membrane 
popokajo. Spermiji odmrejo, se ne gibljejo več, kar bistveno olajša njihovo štetje. 
Razredčeno seme smo s pipeto nanesli v obe polovici števne komorice in nato spermije 
šteli pod mikroskopom na dvestokratni povečavi. Štetje je potekalo v dveh večjih 
kvadratih, ki sta bila locirana vsak v svoji polovici komorice. Sestavljena sta bila iz 16 
manjših kvadratov, spermijev pa nismo šteli v vseh 16 kvadratih, ampak smo jih izbrali pet 
v vsakem od obeh večjih kvadratov. Poleg števila preštetih spermijev v vseh desetih 
kvadratih smo pri računanju dejanske koncentracije spermijev v vzorcu upoštevali tudi 
redčenje z vodo in volumen kvadratov, v katerih je potekalo štetje. Štetje smo pri vseh 
vzorcih ponovili in iz obeh štetij izračunali povprečje, ki nam je služilo pri končnem 
izračunu koncentracije. 
Za štetje vitalnih oziroma nevitalnih spermijev smo uporabili dve metodi, prva izmed njiju 
je HOST. Pri tej metodi vzorcev semena nismo še dodatno redčili. Najprej smo odvzeli 25 
µl vzorca, mu dodali 500 µl hipoozmotske raztopine, nato je sledila 30 minutna inkubacija 
na 37 °C. Po inkubaciji smo vzorce z dodano hipoosmotsko raztopino dobro premešali, 
odvzeli 50 µl te mešanice ter ji dodali prav toliko Hancock raztopine. Nato smo na 
objektno stekelce odpipetirali dvakrat po 5 µl vzorca s Hancock raztopino in obe kapljici 
pokrili. Šteti smo pričeli po 10 do 30 minutah, pred tem smo na vzorec nanesli še 
emulzijsko olje. Ker hipoosmotska raztopina deluje tako, da iz področja manjše 
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koncentracije prodira na področje večje koncentracije, preide skozi polprepustno celično 
membrano vitalnih spermijev, zaradi česar se njihovi repi upognejo. Pri nevitalnih 
spermijevah je njihova glava poškodovana zaradi česar hipoosmotska raztopina vanje ne 
prodira in posledično se repi ne upognejo, ampak ostanejo ravni. Pri štetju smo spermije 
razvrstili v 4 skupine: spermiji z repom ovitim okrog glave, spermiji z repom, ki je na 
koncu zavit, spermiji z upognjenim repom ter spermiji z ravnim repom. Zadnja skupina je 
predstavljala nevitalne spermije, medtem ko smo ostale tri skupine spermijev uvrstili med 
vitalne spermije. Samo štetje je potekalo tako, da smo prešteli vse spermije v vidnem polju 
mikroskopa in jih sproti razvrščali v naštete skupine. Nato smo šteli še v drugih vidnih 
poljih, dokler nismo našteli 200 spermijev. Po končanem štetju smo izračunali, kolikšen 
delež vseh preštetih spermijev sodi v določeno skupino. 
Druga metoda, s katero smo ugotavljali vitalnost spermijev temelji na njihovem barvanju s 
histološkim barvilom eozin. Na začetku smo v epici pri temperaturi 24°C zmešali 100 µl 2 
% raztopine eozina in 150 µl 4 % raztopine nigrozina. Nato smo dodali 50 µl semena. Če 
je bilo seme pred tem zamrznjeno in odtajano, smo ga pred mešanjem z barvili tako kot pri 
analizi s programom CASA razredčili z osnovnim razredčevalcem do končnega 
redčitvenega razmerja 1:20. V primeru, da smo uporabili nezamrznjeno seme, le-tega 
nismo dodatno redčili. Mešanico obeh barvil in semena smo nato temeljito premešali, na 
objektno stekelce kapnili 10 µl in naredili razmaz na ogretem predmetnem steklu. Zatem 
smo dvignili predmetnico, da se je razlil še  preostanek kapljice in razmaz osušili pri isti 
temperaturi. Barvilo nigrozin obarva podlago s temnejšo barvo, medtem ko eozin služi za 
obarvanje spermijev. Eozin deluje tako, da prodre skozi glave spermijev s poškodovano 
membrano in jih obarva rdeče. Če imajo spermiji nepoškodovano membrano, vanje eozin 
ne more prodreti in tako vitalni spermiji ostanejo neobarvani oziroma beli. Pri štetju smo 
spermije razvrstili v 3 skupine: neobarvani oziroma beli spermiji, deloma obarvani spermiji 
ter popolnoma obarvani oziroma rdeči spermiji. Vitalni spermiji so bili tisti, ki so ostali 
popolnoma beli, vse ostale smo uvrstili med nevitalne. Štetje je potekalo enako kot pri 
hipoosmotskem testu – spermije smo šteli v več vidnih poljih mikroskopa vse dokler jih 
nismo našteli 200. Med samim štetjem smo jih razvrščali v eno od treh skupin in na koncu 
izračunali, kolikšen delež vseh preštetih spermijev predstavlja določena skupina. 
3.5 OSEMENJEVANJE KOKOŠI, ZBIRANJE JAJC IN VALJENJE 
Kokoši smo razdelili v 5 skupin, od katerih je ena služila kot kontrolna skupina. V tej 
skupini smo kokoši osemenili s semenom, ki je bilo razredčeno z osnovnim 
razredčevalcem HS1 in ni bilo zamrznjeno. Preostale štiri skupine so bile poskusne. V prvi 
skupini smo kokoši osemenili s semenom, odmrznjenim na 5 °C in razredčenim z 
razredčevalcem HS1. Skupino smo poimenovali HS5. V drugi skupini so bile kokoši 
osemenjene s semenom, razredčenim z istim razredčevalcem, seme smo odtajali na 75 °C. 
Ta skupina se je imenovala HS75. Tretja skupina kokoši je bila osemenjena s semenom, ki 
je bilo razredčeno z razredčevalcem HS1AV, seme je bilo odtajano pri 5 °C, zato je bila ta 
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skupina poimenovana AV5. Zadnjo skupino kokoši  smo osemenili z semenom, odtajanim 
na 75 °C in razredčenim z razredčevalcem HS1AV, skupino smo posledično poimenovali 
AV75. 
Kokoši smo osemenili trikrat, drugo osemenjevanje je potekalo 4 dni po prvem 
osemenjevanju, tretje pa 4 dni po drugem osemenjevanju. Osemenjevanje smo začeli s 
tajanjem semena v vodni kopeli, takoj zatem je sledil njegov mikroskopski pregled, s 
katerim smo preverili, ali imajo spermiji zadovoljivo gibljivost in ali je seme dovolj 
koncentrirano. Kokoši smo osemenili s pomočjo osemenjevalnih katetrov za govedo (slika 
3) za enkratno uporabo in sicer tako, da smo v kateter napolnili vsebino ene slamice, kar 
znaša 0,5 ml razredčenega semena. Aplikator katetra smo vstavili približno 2 cm v levi 
jajcevod kokoši in vanj izpraznili vsebino katetra. Pri tem smo pazili, da seme ni iztekalo 
iz jajcevoda. 
 
Slika 3:  Osemenjevalni kateter za govedo za enkratno uporabo (YL4204 Artificial insemination gun coat, 
2018) 
 
Jajca smo pobirali vsak dan, začeli smo jih zbirati drugi dan po prvem osemenjevanju. 
Zbiranje je potekalo natanko 4 tedne oziroma 28 dni, vsako jajce smo označili z datumom 
znesenja ter številko kletke, tako smo lahko za vsako jajce vedeli, v katero od petih skupin 
spada. V valilnik smo jajca vlagali vsakih 7 dni, torej skupno štirikrat. Jajca iz določenega 
vlaganja smo  zmeraj valili v istem valilniku, seveda pa ločeno po skupinah. Valjenje je 
potekalo v valilnikih znamke Petersime (Belgija) in sicer prvih 18 dni pri temperaturi 37,8 
°C in 60 % vlažnosti zraka ter zadnje 3 dni pri temperaturi 37,2 °C in 70 % relativni 
vlažnosti zraka. 
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Po 21 dneh valjenja smo iz izvalilnikov pobrali izvaljene piščance in zabeležili njihovo 
število. Vsa neizvaljena jajca smo presvetlili in tako videli, ali so bila oplojena ali ne 
oziroma v primeru oploditve ali so zarodki zgodaj ali pozno zamrli. 
3.6 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
V poskusu pridobljene podatke smo vnesli v program Excel in jih nato obdelali z uporabo 
statističnega paketa SAS/STAT (SAS Software 9.4, SAS Institute Inc., Cary, ZDA, 2016).  
3.6.1 Vpliv zamrzovanja semena na oplojenost jajc in valilnost piščancev 
Število izvaljenih piščancev, število zamrtih zarodkov in število neoplojenih jajc smo 
izrazili v obliki odstotkov glede na število jajc, vloženih v valilnik. Normalnost 
porazdelitve spremenljivk izraženih v odstotkih smo testirali s štirimi testi znotraj 
procedure UNIVARIATE (Shapiro-Wilkov test, Kolmogorov-Smirnov test, Cramer-von 
Misesov test, Anderson-Darlingov test) ter z izračunom koeficienta sploščenosti (ang.: 
kurtosis) in asimetrije (ang.: skewness). S štirimi testi normalnosti smo testirali ničelno 
hipotezo, ki pravi: porazdelitev je normalna. Ker so p-vrednosti vseh testov pri vseh treh 
lastnostih (% izvaljenih piščancev, % zamrtih zarodkov, % neoplojenih jajc) bile manjše 
od 0,01, smo ničelno hipotezo ovrgli (porazdelitve niso normalne). Uporaba parametričnih 
testov lahko na takih podatkih pripelje do zavajajočih rezultatov. V določenih primerih 
lahko s transformacijo podatkov asimetrične porazdelitve približamo normalnim in 
zmanjšamo heterogenost varianc. Zato smo uporabili standardno arcsine transformacijo, y 
= arcsine((x)), kjer x predstavlja podatek izražen v deležu (decimalna oblika – razpon od 
0 do 1), y pa skalo, uporabljeno v analizi. Tudi ta transformacija varianc ni stabilizirala v 
meri, ki bi omogočala  opraviti parametrično analizo kot je npr. ANOVA. Zato smo v 
nadaljevanju uporabili proceduro logistične regresije (logit model), ki ne zahteva, da bi bile 
spremenljivke normalno porazdeljene in se uporablja, ko je rezultat dihotomen (binaren). 
Zanimal nas je vpliv posameznih dejavnikov na oplojenost jajc. Odvisna spremenljivka, 
oplojenost jajc, je bila torej binarna (0/1; »0«=neoplojeno jajce, »1«=oplojeno jajce). 
Pojasnjevalne (neodvisne) spremenljivke so bile poskusna skupina, zaporedno valjenje, 
starost jajc ter interakcija med zaporednim valjenjem in starostjo jajc. Ostale interakcije 
niso bile statistično značilne in jih zato v model nismo vključili, saj bi z njihovo 
vključitvijo le povečali ocenjeno standardno napako. V logit modelu se logaritem obetov 
(angl. »log odds«) dihotomnega rezultata (izida) oblikuje kot linearna kombinacija 
pojasnjevalnih spremenljivk. Uporabljeni statistični model lahko izrazimo z naslednjo 
enačbo: 
 
Log it (pi) = log  = µ+Skupinai+Valjenjej+Starost jajck+Valjenje*Starost jajcjk…(1) 
                               
kjer pi predstavlja pričakovano verjetnost, da bo i-to jajce oplojeno ob upoštevanju 
pojasnjevalnih (neodvisnih) spremenljivk v modelu. Parametre logistične regresije smo 
 Bizjak M.  Vpliv razredčevalca in temperature … na potencial odmrznjenega petelinjega semena. 




izračunali z uporabo procedure LOGISTIC. Z logistično regresijo smo skušali najti model, 
ki bi se najbolje prilegal podatkom in ne bi vseboval preveč parametrov za opis zveze med 
odvisno spremenljivko in več neodvisnimi spremenljivkami. Statistično značilnost modela 
smo testirali na način, da smo primerjali opazovane vrednosti odvisne spremenljivke z 
napovedanimi vrednostmi pridobljenimi iz modela, ki vsebuje in modela, ki ne vsebuje 
testirane spremenljivke. Za ta namen smo uporabili tri teste in sicer test razmerja verjetij 
(angl. »likelihood ratio test«), test izida (angl. »score test«) in Waldov test. P-vrednosti za 
test razmerja verjetij kot tudi za test izida in Waldov test so znašale 0,0001. Ker so bile vse 
p-vrednosti pod nivojem statistične značilnosti (p0,05) smo lahko ničelno hipotezo, ki 
pravi, da so vsi koeficienti napovednih spremenljivk v modelu enaki 0 zavrnili in potrdili, 
da je naš statistični model z vključenimi neodvisnimi spremenljivkami povedal več o 
odvisni spremenljivki kot (prazen) model brez teh spremenljivk. Vsi štirje v model 
vključeni vplivi so bili statistično značilni na nivoju p0,001. To pomeni, da je vsak izmed 
njih značilno izboljšal prileganje modela.  
3.6.2 Vpliv razredčevalca, temperature tajanja in časa po tajanju na lastnosti semena 
Petelinje seme smo razredčili z dvema razredčevalcema z oznakama HS1 in HS1AV. Po 
tajanju semena smo znotraj vsakega izmed dveh razredčevalcev opravili laboratorijske 
analize in sicer takoj po tajanju semena ter 3 in 6 ur po tajanju.  Odstotek vitalnih 
spermijev v odtajanem semenu smo ugotavljali z metodo HOST ter z barvanjem spermijev 
s histološkim barvilom eozin. Koncentracijo spermijev smo določali z računalniško 
opremo CASA in sicer na dveh paralelkah vsakega vzorca. Normalnost porazdelitve 
rezultatov laboratorijskih analiz semena smo preverili grafično in s štirimi statističnimi 
testi (Shapiro-Wilkov, Kolmogorov-Smirnov, Cramer-von Misesov, Anderson-Darlingov), 
ki jih vključuje procedura UNIVARIATE. Tako histogrami kot tudi omenjeni statistični 
testi so pokazali, da so podatki normalno porazdeljeni, zaradi česar smo v nadaljevanju za 
njihovo statistično obdelavo uporabili parametričen test. Deskriptivno statistično analizo 
smo opravili s proceduro MEANS, analizo variance pa s proceduro GLM. V proceduri 
GLM smo uporabili naslednji statistični model: 
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yijk =  + Ri + Tj + Čk + RTij + RČik + TČjk + eijk                                                                                         …(2) 
 
 yijk = opazovana lastnost (npr. % vitalnih spermijev, % nevitalnih spermijev, koncentracija semena, itn.) 
  = srednja vrednost populacije  
 Ri = vpliv razredčevalca (i = HS1, HS1AV) 
 Tj = vpliv temperature tajanja semena (j = 5C, 75C) 
 Čk = vpliv časa po tajanju (k = 0, 3, 6 ur) 
 RTij = vpliv interakcije med razredčevalcem in temperaturo tajanja semena 
RČik = vpliv interakcije med razredčevalcem in časom po tajanju semena 
TČjk = vpliv interakcije med temperaturo tajanja semena in časom po tajanju semena 
 eijk = ostanek 
 
Statistično značilne razlike (p≤0,05) med vplivi vključenimi v model smo ovrednotili s 
pomočjo Tukey-Kramerjevega testa. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 VPLIV ZAMRZOVANJA SEMENA NA OPLOJENOST JAJC IN VALIILNOST 
PIŠČANCEV  
4.1.1 Opisna statistika 
V preglednicah 1 do 3 je prikazana opisna (deskriptivna) statistika za rezultate, ki se 
nanašajo na oplojenost jajc in valilnost piščancev. 
 
Preglednica 1: Prikaz števila vloženih jajc v valilnike glede na zaporedno valjenje, poskusno skupino, starost 





jajc v valilnike 
Odstotek vloženih 





1 607 26,43  607 26,43  
2 591 25,73  1198 52,15  
3 554 24,12  1752 76,27  
4 545 23,73  2297 100,00  
     
Poskusna skupina     
AV5 385 16,76  385 16,76  
AV75 449 19,55  834 36,31  
HS5 417 18,15  1251 54,46  
HS75 530 23,07  1781 77,54  
Nativno seme 516 22,46  2297 100,00  
     
Starost jajc (dni)     
1 248 10,80  248 10,80  
2 230 10,01 478 20,81  
2,5 479 20,85  957 41,66  
4 348 15,15  1305 56,81  
5 333 14,50  1638 71,31  
6 320 13,93  1958 85,24  
7 339 14,76  2297 100,00  
     
Neoplojena / 
oplojena jajca 
    
Neoplojena 1797 78,23  1797 78,23  
Oplojena 500 21,77  2297 100,00  
 
Preglednica 1 nam prikazuje število vloženih jajc v valilnike glede na zaporedno valjenje, 
poskusno skupino, starost ter oplojenost jajc. V valilnike smo skupno vložili 2297 jajc, od 
katerih je bilo oplojenih 500 jajc (21,77 %). Število vloženih jajc po zaporednih valjenjih 
je iz tedna v teden upadalo, kar je pričakovano, glede na to, da pri kokoših po 30. do 36. 
tednu starosti začne nesnost postopoma upadati (Holcman in sod., 2004), kokoši iz našega 
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poskusa pa so bile ob koncu zbiranja jajc stare že 75 tednov. Največ jajc smo v valilnik 
vložili iz poskusne skupine HS75 (530 jajc), najmanj pa iz skupine AV5 (385 jajc). Največ 
jajc smo vložili pri starosti 2,5 dni (479 jajc), razlog za to je, da je 2,5 dni povprečna 
starost jajc, saj smo 3 tedne hkrati pobirali 2 in 3 dni stara jajca. Najmanj smo pobrali 2 dni 
starih jajc (230 jajc), saj smo le zadnji teden zbiranja jajc hkrati pobrali 1, 2 in 3 dni stara 
jajca, kot povprečno starost teh jajc pa smo določili 2 dni. 
 
Preglednica 2: Prikaz števila neoplojenih in oplojenih jajc glede na zaporedno valjenje, poskusno skupino in 
starost jajc 
 
Zaporedno valjenje Neoplojena jajca (»0«) Oplojena jajca (»1«) Odstotek oplojenih jajc 
od vseh vloženih jajc 
(%) 
1 390 217 35,7  
2 373 218 36,9  
3 495 59 10,6  
4 539 6 1,1  
    
Poskusna skupina    
AV5 373 12 3,1  
AV75 440 9 2,0  
HS5 334 83 19,9  
HS75 416 114 21,5  
Nativno seme 234 282 54,7  
    
Starost jajca (dni)    
1 198 50 20,2  
2* 230 0 0,0  
2,5 348 131 27,3  
4 280 68 19,5  
5 255 78 23,4  
6 234 86 26,9  
7 252 87 25,7  
*Dva dni stara jajca so izhajala le iz četrtega zaporednega valjenja 
 
Iz preglednice 2 je razvidno, da je  odstotek oplojenih jajc največji pri 2. zaporednem 
valjenju (36,9 %) najmanjši pa pri 4. zaporednem valjenju (1,1 %). Največji delež 
oplojenih jajc je bil v kontrolni skupini (54,7 %), ki je bila obenem tudi edina skupina, pri 
kateri je bila oplojena več kot polovica jajc. Najmanjšo oplojenost smo zabeležili v skupini 
AV75 (2,0 %). V skupini HS5 smo zabeležili 19,9 % oplojenost jajc, kar je znatno manjša 
oplojenost, kot so jo ugotovili Ehling in sod. (2012), ki so uporabili enak razredčevalec in 
enake postopke zamrzovanja in tajanja kot mi, a so zabeležili kar 81,8 % oplojenost. Eden 
od razlogov se gotovo skriva v starosti jajc, saj smo v valilnik vstavili vsa jajca, ki so jih 
kokoši znesle v 21 dneh po zadnji osemenitvi, medtem ko so bila vsa jajca v poskusu 
Ehlingove in sod. (2012) pobrana v 10 dneh po zadnji osemenitvi. Če pogledamo, kako je 
v našem poskusu oplojenost jajc padala z zaporednim valjenjem, je razumljivo, da so bila 
jajca v poskusu Ehlingove in sod. (2012) v povprečju bolje oplojena. Verjetno je eden od 
razlogov za slabšo oplojenost jajc v našem poskusu tudi ta, da smo uporabili starejše 
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peteline kot Ehlingova in sod. (2012), kar se sklada z ugotovitvami  Avital-Cohena in sod. 
(2013), ki so ugotovili, da imajo petelini pri 73 tednih starosti značilno manjšo 
koncentracijo spermijev v semenu kot petelini pri 35 tednih starosti.  Poleg tega so bili 
petelini v poskusu Avital-Cohena in sod. (2013) druge pasme (leghorn) kot v našem 
poskusu. Pri starosti jajc bode v oči podatek, da ni bilo oplojeno niti eno 2 dni staro jajce. 
Razlog za to lahko pripišemo dejstvu, da so bila vsa jajca s povprečno starostjo 2 dni 
pobrana le v četrtem tednu po zadnji osemenitvi, ko so imele kokoši v jajcevodih shranjeno 
le še zelo majhno količino spermijev. Največjo oplojenost smo zabeležili pri 2,5 dni starih 
jajcih (27,3 %), kar prav tako ni presenetljivo, saj smo jajca s povprečno starostjo 2,5 dni 
pobirali prve tri tedne po zadnji osemenitvi, ne pa tudi v četrtem tednu, ko bi količina 
spermijev v reprodukcijskem traktu kokoši že močno upadla. Če izvzamemo 2,5 dni stara 
jajca, je bila oplojenost največja pri 6 in 7 dni starih jajcih (26,9 % in 25,7 %), kar se 
sklada z ugotovitvami Smerdujeve (2015), ki je najboljšo valilnost zabeležila pri 6 dni 
starih jajcih. 
 
Preglednica 3: Prikaz števila neoplojenih in oplojenih jajc glede na poskusno skupino znotraj posameznega 
valjenja 
 
Valjenje Skupina Neoplojenih jajc Oplojenih jajc Odstotek 
oplojenih jajc 
(%) 
1 AV5 101 9 8,18  
AV75 113 4 3,42  
HS5 73 36 33,03  
HS75 85 54 38,85  
Nativno seme 18 114 86,36  
2 AV5 91 3 3,19  
AV75 114 4 3,39  
HS5 64 45 41,28  
HS75 86 51 37,23  
Nativno seme 18 115 86,47  
3 AV5 93 0 0,00  
AV75 101 0 0,00  
HS5 102 2 1,92  
HS75 121 9 6,92  
Nativno seme 78 48 38,10  
4 AV5 88 0 0,00  
AV75 112 1 0,88  
HS5 95 0 0,00  
HS75 124 0 0,00  
Nativno seme 120 5 4,00  
 Skupaj: 1797 jajc 500 jajc  
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V preglednici 3 so prikazani rezultati, ki prikazujejo število neoplojenih in oplojenih jajc 
glede na poskusno skupino znotraj posameznega valjenja. Opazimo lahko bistveno manjšo 
oplojenost jajc pri tretjem in četrtem valjenju v primerjavi s prvima dvema valjenjema. 
Največji odstotek oplojenih jajc smo v skupinah HS75, AV5 in AV75 zabeležili pri prvem 
valjenju (38,85 %, 8,18 % in 3,42 %), v skupinah HS5 in kontrolni skupini pa pri drugem 
valjenju (41,28 % in 86,47 %). Pri tretjem valjenju v skupinah AV5 in AV75 ni bilo niti 
enega oplojenega jajca. Pri četrtem valjenju, ko je od zadnjega osemenjevanja minilo 15 do 
20 dni je bila oplojenost jajc najslabša, saj v skupinah AV5, HS5 in HS75 ni bilo oplojeno 
nobeno jajce, v skupini AV75 je bilo oplojeno le eno jajce (0,88 %), v kontrolni skupini pa 
5 jajc (4,00 %). Zadnji piščanec se je izvalil iz jajca, ki ga je znesla kokoš iz kontrolne 
skupine 17 dni po zadnji osemenitvi. Zadnje jajce, ki je bilo oplojeno, vendar se iz njega ni 
izvalil piščanec, je znesla kokoš iz skupine AV75 prav tako 17 dni po zadnji osemenitvi. 
Do podobnih ugotovitev so prišli tudi King in sod. (2002), ki so zadnje oplojeno jajce 
zabeležil 18 dni po zadnji osemenitvi. Med oplojena jajca uvrščamo jajca z zgodaj in 
pozno zamrtimi zarodki ter jajca iz katerih so se izvalili piščanci. V komercialni praksi nas 
zanima predvsem podatek o valilnosti piščancev, torej o odstotku izvaljenih piščancev 
glede na število vloženih jajc v valilnike. Povprečna valilnost piščancev iz posameznih 
valjenj, skupin poskusa in starosti jajc je prikazana v preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Prikaz valilnosti piščancev glede na zaporedno valjenje, poskusno skupino in starost jajc 
 
Zaporedno valjenje Neoplojena jajca + 
Zamrti zarodki (»0«) 
Izvaljeni piščanci (»1«) Odstotek izvaljenih 
piščancev od vseh 
vloženih jajc (%) 
1 444 163 26,85 
2 430 161 27,24 
3 507 47 8,48 
4 540 5 0,92 
    
Poskusna skupina    
AV5 379 6 1,56 
AV75 443 6 1,34 
HS5 348 69 16,55 
HS75 447 83 15,66 
Nativno seme 304 212 41,09 
    
Starost jajca (dni)    
1 211 37 14,92 
2* 230 0 0,00 
2,5 384 95 19,83 
4 294 54 15,52 
5 282 51 15,32 
6 245 75 23,44 
7 275 64 18,88 
*Dva dni stara jajca so izhajala le iz četrtega zaporednega valjenja 
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Rezultati o valilnosti, prikazani v preglednici 4, zelo dobro sledijo podatkom o oplojenosti 
jajc, ki so prikazani v preglednici 2, kar je tudi povsem razumljivo, saj večji odstotek 
oplojenih jajc pomeni več možnosti za večji odstotek valilnosti. Razliko med odstotkom 
oplojenih jajc in odstotkom izvaljenih piščancev predstavlja odstotek zamrtih zarodkov. Če 
se osredotočimo na poskusne skupine, ki so bile v ospredju zanimanja naše naloge lahko 
ugotovimo, da smo najboljšo valilnost dosegli pri uporabi svežega in z razredčevalcem 
HS1 razredčenega semena, kjer se nam je iz 100 vloženih jajc v povprečju izvalilo 41,09 
piščancev, najslabšo valilnost pa smo zaznali v skupini AV75, kjer se je iz 100 jajc izvalilo 
le 1,34 piščanca. Največji odstotek zamrtih zarodkov (13,6 %) je bil prisoten v kontrolni 
skupini, kateri so sledile skupine HS75 (5,8 %), HS5 (3,3 %), AV5 (1,5 %) in AV75 (0,6 
%). Majhen odstotek zamrtih zarodkov glede na število vloženih jajc v skupinah z 
zamrznjenim in odtajanim semenom (HS75, HS5, AV75, AV5) je mogoče pripisati 
velikemu odstotku neoplojenih jajc v teh skupinah.  
4.1.2 Rezultati logistične regresije 
V preglednici 5 so prikazani osnovni parametri logistične regresije s katero smo proučevali 
vplive štirih neodvisnih spremenljivk na eno odvisno spremenljivko (neoplojena/oplojena 
jajca).  
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Preglednica 5: Multivariatna logistična regresija: vpliv poskusne skupine, zaporednega valjenja, starosti jajc 



















  1 -1,60 0,58 0,201 7,4242 0,0064 
Poskusna skupina AV5  1 -4,77 0,33 0,008 207,6303 <0,0001 
Poskusna skupina AV75  1 -5,20 0,36 0,005 202,6819 <0,0001 
Poskusna skupina HS5  1 -2,59 0,20 0,075 156,7702 <0,0001 
Poskusna skupina HS75  1 -2,46 0,19 0,085 160,6929 <0,0001 
Zaporedno valjenje 1  1 4,05 0,66 57,420 37,3935 <0,0001 
Zaporedno valjenje 2  1 3,53 0,66 34,302 28,3758 <0,0001 
Zaporedno valjenje 3  1 2,04 0,68 7,761 8,8742 0,0029 
Starost jajc 1  1 -4,25 1,49 0,014 8,0662 0,0045 
Starost jajc 2  1 -3,19 1,54 0,041 4,2974 0,0382 
Starost jajc 2.5  1 -1,62 0,49 0,196 10,7104 0,0011 
Starost jajc 4  1 -2,23 1,56 0,107 2,0307 0,1541 
Starost jajc 5  1 -0,27 0,90 0,762 0,0902 0,7639 
Starost jajc 6  1 -1,09 1,03 0,335 1,1110 0,2919 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
1 1 1 3,3441 1,5563 28,335 4,6169 0,0317 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
1 2.5 1 1,5895 0,6034 4,901 6,9379 0,0084 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
1 4 1 1,0166 1,6217 2,764 0,3930 0,5307 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
1 5 1 -0,2624 0,9854 0,769 0,0709 0,7900 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
1 6 1 0,3921 1,1168 1,480 0,1233 0,7255 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
2 1 1 3,9537 1,5534 52,128 6,4781 0,0109 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
2 2.5 1 1,3628 0,6147 3,907 4,9158 0,0266 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
2 4 1 2,3754 1,6188 10,755 2,1534 0,1423 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
2 5 1 0,4095 0,9865 1,506 0,1723 0,6781 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
2 6 1 2,0135 1,1149 7,489 3,2618 0,0709 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
3 4 1 1,3906 1,6524 4,017 0,7083 0,4000 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
3 5 1 -0,2142 1,0498 0,807 0,0416 0,8383 
Zap. valjenje*Starost 
jajc 
3 6 1 1,2249 1,1554 3,404 1,1239 0,2891 
 
V modelu logistične regresije se ena kategorija znotraj posameznega vpliva upošteva kot 
referenčna za računanje. Če obstajajo več kot dve kategoriji, je zadnja avtomatsko 
referenčna. To pomeni, da se vse ostale primerja z referenčno in pri tem primerjanju 
dobimo razmerje tveganja. Referenčne kategorije v preglednici 5 so nativno seme 
(poskusna skupina), četrto valjenje (zaporedno valjenje) in starost jajc 7 dni (starost jajc). 
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Pri linearni regresiji izraža regresijski koeficient spremembo vrednosti odvisne 
spremenljivke, ko se neodvisna spremenljivka spremeni za eno enoto. V modelu logistične 
regresije se regresijski koeficienti (1) izražajo v obliki logaritma obetov. Primerjava 
podatkov o oplojenosti jajc med štirimi poskusnimi skupinami in kontrolno skupino kaže, 
da so bili v vseh štirih skupinah regresijski koeficienti statistično značilni (p0,05). 
Najmanjši regresijski koeficient z negativnim predznakom (-5,20) smo izračunali v skupini 
AV75, največjega, vendar še vedno z negativnim predznakom (-2,46) v skupini HS75. To 
pomeni, da je logaritem obetov, da bo jajce oplojeno v skupini AV75 za 5,20-krat manjši, 
v skupini HS75 pa za 2,46-krat manjši v primerjavi s skupino nativno seme. V prvih treh 
zaporednih valjenjih so obeti, da bo jajce oplojeno značilno (p0,05) večji od obetov, da 
bo oplojeno v četrtem zaporednem valjenju. Z vsakim zaporednim valjenjem se je namreč 
povečeval čas od zadnjega osemenjevanja in s tem se je zmanjševalo število spermijev v 
utero-vaginalnih shranjevalkah spermijev. Zato je povsem razumljivo, da smo ob četrtem 
zaporednem valjenju zabeležili najmanjše število oplojenih jajc. Logaritmi obetov, da bodo 
jajca oplojena v prvem, drugem in tretjem zaporednem valjenju so 4,05-krat, 3,53-krat in 
2,04-krat večji od logaritma obetov, da bodo jajca oplojena v četrtem zaporednem valjenju 
(preglednica 5). Za vsako valjenje smo jajca zbirali 7 dni, kar pomeni, da so bila jajca pred 
vlaganjem v valilnik skladiščena največ 7 dni oziroma od znesenja do vlaganja v valilnik je 
minilo največ 7 dni. Podatki iz preglednice 5 kažejo, da so bili logaritmi obetov, da bodo 1, 
2 in 2,5 dni stara jajca oplojena za 4,25-krat, 3,19-krat in 1,62-krat manjši od logaritma 
obetov, da bodo oplojena 7 dni stara valilna jajca. Logaritmi obetov za oplojenost 4, 5, in 6 
dni starih jajc na eni strani ter 7 dni starih jajc na drugi strani niso bili značilno različni 
(p0,05). Ob znesenju vsebuje jajce veliko ogljikovega dioksida, ki pa začne kmalu po 
znesenju izhajati iz jajca v okolico. To ima za posledico spremembe v pH vrednosti 
beljaka, ki se lahko od vrednosti 7,6–8,2, kolikor običajno znaša ob znesenju jajca, po 
nekajdnevnem skladiščenju dvigne na vrednost 9,2–9,7. Po ugotovitvah Walsha (1993, cit. 
po Onbasilar in sod., 2007) je za rast zarodka najbolj optimalna pH vrednost beljaka med 
8,2 in 8,8. Miniti mora torej 3-4 dni od znesenja jajca, da to izgubi nekaj ogljikovega 
dioksida, pri čemer pH naraste na nivo, ki zagotavlja uspešen začetek embrionalnega 
razvoja (Lapão in sod., 1999). Da se piščanci iz nekaj dni starih valilnih jajc bolje valijo 
kot iz povsem svežih jajc, kažejo tudi izsledki raziskave Smerdujeve (2015), ki je 
proučevala vpliv trajanja skladiščenja valilnih jajc na valilnost piščancev provenience 
Prelux-G. Najboljšo valilnost je dosegla pri vlaganju 6 dni starih jajc. V primerjavi s to 
valilnostjo je bila valilnost svežih ter 12 in 14 dni starih jajc značilno slabša. Tako kot ni 
priporočljivo v valilnike vlagati povsem svežih jajc, ni priporočljivo vlagati tudi (pre)starih 
jajc. Fasenko (2007) navaja, da se s podaljševanjem trajanja skladiščenja valilnih jajc 
pospešijo procesi odmiranja celic. Zato se po dolgotrajnem skladiščenju razvoj zarodka 
sploh ne prične, če pa se prične, zarodek raste počasneje. Iz preglednice 5 je razvidno, da je 
prišlo do statistično značilne interakcije med zaporednim valjenjem in starostjo jajc 
(p<0,05). V naši raziskavi nas ni zanimala samo primerjava z referenčnimi kategorijami, 
temveč so nas zanimale tudi razlike v oplojenosti jajc med posameznimi kategorijami 
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znotraj istega vpliva. Da bi prišli do teh rezultatov, smo v proceduri LOGISTIC izračunali 
kontraste med kategorijami določenega vpliva. Rezultati te statistične analize so prikazani 
v preglednicah  6, 7 in 8. Na tem mestu je potrebno izpostaviti dejstvo, da rezultati 
prikazani v preglednicah 6 do 8 temeljijo na predpostavki, da na oplojenost/neoplojenost 
jajc vpliva le vsak posamezen vpliv posamično. 
 
Preglednica 6: Parametri logistične regresije ob primerjavi poskusnih skupin za spremenljivko 
oplojena/neoplojena jajca 
 
 Skupina s katero primerjamo 





AV5 / 1 = 
0,439n.s. 
OR = 1,552 
p = 0,608 
q = 0,392 
1 =  
-2,009*** 
OR = 0,134 
p = 0,118 
q = 0,882 
1 = 
 -2,105*** 
OR = 0,122 
p = 0,109 
q = 0,891 
1 =  
-3,583*** 
OR = 0,028 
p = 0,027 
q = 0,973 
AV75 1 = -0,439
n.s.
 
OR = 0,644 
p = 0,392 
q = 0,608 
/ 1 =  
-2,448*** 
OR = 0,086 
p = 0,080 
q = 0,920 
1 =  
-2,545*** 
OR = 0,078 
p = 0,073 
q = 0,927 
1 = 
 -4,022*** 
OR = 0,018 
p = 0,018 
q = 0,982 
HS5 1 = 2,009*** 
OR = 7,459 
p = 0,882 





p = 0,920 
q = 0,080 
/ 1 = 
 -0,096n.s. 
OR = 0,908 
p = 0,476 
q = 0,524 
1 =  
-1,574*** 
OR = 0,207 
p = 0,172 
q = 0,828 
HS75 1 = 2,105*** 
OR = 8,214 
p = 0,891 





p = 0,927 





OR = 0,550 
p = 0,524 
q = 0,476 
/ 1 =  
-1,477*** 
OR = 0,228 
p = 0,186 
q = 0,814 
Nativno 
seme 
1 = 3,583*** 
OR = 35,996 
p = 0,973 





p = 0,982 




p = 0,828 
q = 0,172 
1 = 
1,477*** 
OR = 4,382 
p = 0,814 
q = 0,186 
/ 
1 = regresijski koeficient (logaritem obetov); 
OR = razmerje obetov;  
p = verjetnost, da bo jajce oplojeno (»1«); 
q = verjetnost, da bo jajce neoplojeno (»0«); 
***=Statistično značilno (p0,0001); n.s.=Statistično neznačilno (p0,05) 
 
V preglednici 6 so prikazani parametri logistične regresije ob primerjavi poskusnih skupin 
za spremenljivko oplojena/neoplojena jajca, ki nam kažejo, da je pri primerjavi med 
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skupino, osemenjeno z nativnim semenom (kontrolna skupina) ter preostalimi štirimi 
poskusnimi skupinami prišlo do statistično značilnih razlik in glede na negativne 
regresijske koeficiente 1 lahko z gotovostjo trdimo, da je pri vseh poskusnih skupinah 
manjša verjetnost, da bodo jajca oplojena kot pri kontrolni skupini. Povprečne vrednosti o 
oplojenosti jajc, prikazane v preglednici 2 govorijo, da smo glede na vložena jajca v 
valilnik največji delež oplojenih jajc imeli v kontrolni skupini (54,7 %), sledile so skupina 
HS75 (21,5 %), HS5 (19,9 %), AV5 (3,1 %) ter skupina AV75 (2,0 %). Ob predpostavki, 
da na oplojenost jajc vpliva le poskusna skupina, lahko iz podatkov prikazanih v 
preglednici 6 izluščimo naslednje. 
a.) Verjetnost, da bo jajce oplojeno v kontrolni skupini (nativno seme) je značilno 
(p0,0001) večja od verjetnosti, da bo oplojeno v skupinah HS75, HS5, AV5 in AV75. 
Tako na primer razmerje verjetnosti, da bo jajce oplojeno v kontrolni skupini v 
primerjavi s skupino AV75 znaša 98,2 % : 1,8 %, razmerje verjetnosti, da bo jajce 
oplojeno v kontrolni skupini v primerjavi s skupino HS75 pa 81,4 % : 18,6 %.  
b.) Verjetnost, da bo jajce oplojeno v skupinah, kjer smo seme razredčevali z 
razredčevalcem HS1 je značilno (p0,0001) večja od verjetnosti, da bo jajce oplojeno 
v skupinah, kjer smo seme razredčevali z razredčevalcem HS1AV. Razmerje 
verjetnosti, da bo jajce oplojeno v skupini HS75 v primerjavi s skupino AV75 znaša 
92,7 % : 7,3 %. V izrazoslovju logistične regresije lahko zapišemo, da so obeti, da bo 
jajce oplojeno v skupini HS75 12,74-krat večji od obetov, da bo jajce oplojeno v 
skupini AV75. Nekoliko manjša razlika v oplojenosti jajc, čeprav še vedno visoko 
značilna, je med skupinama HS5 in AV5. Razmerje verjetnosti med tem, da bo jajce 
oplojeno v skupini HS5 in tem, da bo oplojeno v skupini AV5 je 88,2 % : 11,8 %, 
oziroma obeti, da bo jajce oplojeno v skupini HS5 so 7,4- krat večji od obetov, da bo 
jajce oplojeno v skupini AV5.  
c.)  Med skupinama, kjer smo uporabili enak razredčevalec, vendar različno temperaturo 
tajanja semena (HS5 vs HS75; AV5 vs AV75) ni bilo značilnih razlik (p0,05) v 
verjetnostih oziroma obetih, da bodo jajca oplojena/neoplojena. Temperatura tajanja 
torej ni značilno vplivala na oplojenost jajc. 
Ugotovitev, da ne glede na uporabljeni razredčevalec temperatura tajanja ne vpliva na 
oploditveno sposobnost spermijev je v nasprotju z rezultati Miranda-e in sod. (2018), ki 
navajajo, da tajanje petelinjega semena pri nižji temperaturi (5 °C) izboljša parametre 
kakovosti odtajanega semena v primerjavi s tajanjem pri višji temperaturi, ki je bila v 
njihovem poskusu 37 °C. Pri tem je potrebno poudariti, da z odtajanim semenom niso 
osemenili kokoši in torej niso spremljali oplojenosti jajc tako kot v našem poskusu. 
Temperaturo tajanja 75 °C so v svojem poskusu spremljali Pugliesi in sod. (2014), ki so pri 
tej temperaturi tajali zamrznjeno konjsko seme in rezultate primerjali s tajanjem pri 37 °C. 
V raziskavi izpostavljajo, da tajanje pri višji temperaturi izboljša oploditveno sposobnost 
konjskega semena, kar pomeni, da se tudi njihove ugotovitve razlikujejo od naših, vendar 
je ob tej primerjavi potrebno vedeti, da se seme sesalcev v mnogih pogledih precej 
razlikuje od semena ptic, zato so rezultati težko primerljivi. Ena od pomembnih razlik med 
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ptičjim in sesalskim semenom je ta, da so spermiji ptic precej občutljivejši na 
lipoperoksidacijo od spermijev sesalcev, zato naj bi bila za tajanje ptičjega, torej tudi 
petelinjega semena, bolj primerna nižja temperatura (Fujihara in Horwath, 1978, cit. po 
Miranda in sod., 2018). Ob razredčevanju semena z razredčevalcem, ki smo mu primešali 
ekstrakt aloe vere smo ugotovili značilno slabšo oplojenost jajc v primerjavi s semenom, ki 
smo ga razredčevali zgolj v osnovnem razredčevalcu. Raziskav na ptičjem semenu, v 
katerih bi za razredčevanje oziroma globoko zamrzovanje semena koristili ekstrakt aloe 
vere nismo zasledili, zato lahko omenimo le raziskavo Souza-e in sod. (2016), ki so pri 
zamrzovanju semena pekarjev vrste Pecari Tajacu uporabili dodatek aloe vere v različnih 
koncentracijah in učinek le-te primerjali z dodatkom 20 % jajčnega rumenjaka v 
razredčevalcu. Njihova ključna ugotovitev pravi, da se učinek dodatka 20 % aloe vere 
lahko, z oziroma na vpliv na kakovost semena, primerja z učinkom dodatka 20 % jajčnega 
rumenjaka. Zato so predlagali, da se pri zamrzovanju semena pekarijev jajčni rumenjak 
zamenja z ekstraktom aloe vere. Ta ima pred jajčnim rumenjakom prednost glede 
izpostavljenosti bakterijskim okužbam, ki so pri snoveh rastlinskega izvora veliko manj 
verjetne kot pri snoveh živalskega izvora. Ugotovitve Souza-e in sod. (2016) ne moremo 
neposredno primerjati z rezultati našega poskusa, saj sta bili zasnovi poskusa, vključno z 
uporabljeno vrsto semena in razredčevalcem povsem različni. Souza in sod. (2016) so se 
pri analizah semena omejili zgolj na laboratorijske analize in torej z odtajanim semenom 
niso osemenjevali samic, kot smo to počeli v naši raziskavi.  Zaradi značilno slabše 
oplojenosti jajc, ki smo jo zabeležili ob uporabi razredčevalca z dodatkom aloe vere 
(preglednica 6), dodajanje ekstrakta te rastline v razredčevalce za ptičje seme ni smiselno, 
navkljub prednosti aloe vere, ki jo omenjajo Souza in sod. (2016) (manjše tveganje za 
bakterijske okužbe). 
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Preglednica 7: Parametri logistične regresije ob primerjavi zaporednih valjenj za spremenljivko 
oplojena/neoplojena jajca 
 
  Skupina s katero primerjamo 
 Prvo valjenje Drugo valjenje Tretje valjenje Četrto valjenje 
Skupina katero 
primerjamo 
Prvo valjenje / 1 = -0,049
n.s.
 
OR = 0,952 
p = 0,488 
q = 0,512 
1 = 1,534*** 
OR = 4,638 
p = 0,823 
q = 0,177 
1 = 3,833*** 
OR = 46,229 
p = 0,979 
q = 0,021 
Drugo valjenje 1 = 0,049
n.s.
 
OR = 1,050 
p = 0,512 
q = 0,488 
/ 1 = 1,583*** 
OR = 4,872 
p = 0,830 
q = 0,170 
1 = 3,882*** 
OR = 48,556 
p = 0,980 
q = 0,020 
Tretje valjenje 1 = -1,534*** 
OR = 0,216 
p = 0,177 
q = 0,823 
1 = -1,583*** 
OR = 0,205 
p =0 ,170 
q = 0,830 
/ 1 = 2,299*** 
OR = 9,967 
p = 0,909 
q = 0,091 
Četrto valjenje 1 = -3,833*** 
OR = 0,022 
p = 0,021 
q = 0,979 
1 = -3,882*** 
OR =0,021 
p = 0,021 
q = 0,979 
1 = -2,299*** 
OR = 0,100 
p = 0,091 
q = 0,909 
/ 
1 = regresijski koeficient (logaritem obetov); 
OR = razmerje obetov;  
p = verjetnost, da bo jajce oplojeno (»1«); 
q = verjetnost, da bo jajce neoplojeno (»0«); 
***=Statistično značilno (P0,0001); n.s.=Statistično neznačilno (P0,05) 
 
Iz preglednice 7 je moč razbrati, da med prvim in drugim valjenjem ni značilnih (p0,05) 
razlik v verjetnosti, da bodo jajca oplojena. Pri vseh valjenjih jajca ob vlaganju v valilnik 
niso bila starejša od 7 dni, različen pa je bil čas, ki je pretekel od dne, ko smo kokoši 
zadnjič osemenili do dne, ko smo njihova jajca dali v valilnik. Pri vlaganju jajc iz prvega in 
drugega valjenja ta čas (osemenitev – vlaganje) ni bil daljši od 7 dni, zato je bil delež 
oplojenih jajc glede na vložena pri teh dveh valjenjih največji (35,7 % - prvo valjenje; 36,9 
% - drugo valjenje), medtem ko je bil pri zadnjih dveh valjenjih bistveno manjši (10,6 % - 
tretje valjenje; 1,1 % - četrto valjenje) (preglednica 2). Ti rezultati sovpadajo z rezultati 
King.a in sod. (2002), ki so prvih 9 dni po osemenitvi kokoši zabeležili konstantno 
oplojenost jajc nato pa hiter upad. Zelo velika padca v oplojenosti jajc smo zabeležili med 
2. in 3. ter med 3. in 4. zaporednim valjenjem. Razmerje verjetnosti med tem, da bo jajce 
oplojeno pri drugem vlaganju in tem, da bo oplojeno pri tretjem vlaganju znaša 83,0 % : 
17,0 %, istovrstno razmerje med tretjim in četrtim valjenjem je 90,9 % : 9,1 %. Obeti, da 
bo jajce oplojeno pri drugem vlaganju, ko je bila oplojenost najboljša, so 4,87-krat večji od 
obetov, da bo jajce oplojeno pri tretjem vlaganju in kar 48,55-krat večji od obetov, da bo 
oplojeno pri četrtem vlaganju, kjer smo glede na vložena prešteli najmanj oplojenih jajc. 
Maksimalen razpon časa, ki je minil od zadnjega osemenjevanja kokoši, do vlaganja jajc v 
valilnik je znašal 4 dni (prvo vlaganje), 7 dni (drugo vlaganje), 14 dni (tretje vlaganje) in 
21 dni (četrto vlaganje). 
 
 Bizjak M.  Vpliv razredčevalca in temperature … na potencial odmrznjenega petelinjega semena. 




Preglednica 8: Parametri logistične regresije ob primerjavi starosti valilnih jajc za spremenljivko 
oplojena/neoplojena jajca 






1 dan 2 dan 2,5 dan 4 dan 5 dan 6 dan 7 dan 




p = 0,992 
q = 0,008 




p = 0,403 





OR = 1,042 
p = 0,510 
q = 0,490 




OR = 0,828 
p = 0,453 
q = 0,547 




OR = 0,690 
p = 0,408 







p = 0,423 
q = 0,577 




p = 0,008 
q = 0,992 




p = 0,994 
q = 0,006 
1 =  
-4,723*** 
OR = 0,009 
p = 0,009 
q = 0,991 
1 =  
-4,953*** 
OR = 0,007 
p = 0,007 
q = 0,993 
1 =  
-5,135*** 
OR = 0,006 
p = 0,006 
q = 0,994 




p = 0,006 
q = 0,994 




p = 0,597 





p = 0,994 
q = 0,006 
/ 1 = 0,435* 
OR = 1,545 
p = 0,607 





OR = 1,228 
p = 0,551 





OR = 1,023 
p = 0,505 







p = 0,521 
q = 0,479 






p = 0,490 





p = 0,991 
q = 0,009 




p = 0,393 
q = 0,607 




OR = 0,795 
p = 0,443 
q = 0,557 
1 =  
-0,412* 
OR = 0,662 
p = 0,398 
q = 0,602 






p = 0,413 
q = 0,587 






p = 0,547 





p = 0,993 
q = 0,007 






p = 0,449 





OR = 1,258 
p = 0,557 
q = 0,443 




OR = 0,833 
p = 0,455 
q = 0,545 






p = 0,470 
q = 0,530 






p = 0,592 





p = 0,994 
q = 0,006 






p = 0,495 
q = 0,505 
1 = 0,412* 
OR = 1,510 
p = 0,602 





OR = 1,201 
p = 0,545 
q = 0,455 






p = 0,515 
q = 0,485 






p = 0,577 





p = 0,994 
q = 0,006 






p = 0,479 





OR = 1,419 
p = 0,587 





OR = 1,128 
p = 0,530 
q = 0,470 




OR = 0,939 
p = 0,485 
q = 0,515 
/ 
1 = regresijski koeficient (logaritem obetov); 
OR = razmerje obetov;  
p = verjetnost, da bo jajce oplojeno (»1«); 
q = verjetnost, da bo jajce neoplojeno (»0«); 
***=Statistično značilno (p0,0001); *=Statistično značilno (p0,05);  n.s.=Statistično neznačilno (p0,05) 
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Veliko raziskav govori o zmanjševanju valilnosti piščancev s povečevanjem starosti 
valilnih jajc. Schmidt in sod. (2009) poročajo o linearnem zmanjševanju valilnosti jajc 
težkega tipa kokoši po četrtem dnevu skladiščenja. Romao in sod. (2008) so vpliv časa 
skladiščenja valilnih jajc na valilnost ugotavljali pri lahkem in težkem tipu japonskih 
prepelic in znaten padec v valilnosti zabeležili pri jajcih, ki so bila v času vlaganja starejša 
od 10 dni.  Demirel in Kirikci (2009) sta opazen padec v valilnosti fazanjih jajc zaznala po 
8. dnevu skladiščenja. Smerdujeva (2015) je pri kokoših Prelux-G najboljšo valilnost 
ugotovila pri vlaganju šest dni skladiščenih jajc in glede na to starost značilno slabšo 
valilnost svežih jajc in jajc starejših od 10 dni. Za doseganje dobre valilnosti Smerdujeva 
(2015) priporoča, da se v valilnike vlaga 1-10 dni stara valilna jajca. V preglednici 8 
najbolj izstopa podatek, da je verjetnost oplojenih jajc pri 2 dni starih jajcih značilno 
manjša od vseh preostalih starostnih skupin. Vendar ta podatek je zavajajoč, saj smo 2 dni 
stara jajca imeli le pri zadnjem vlaganju, ko je od zadnje osemenitve kokoši lahko minilo 
že 21 dni. Možnost, da bi bilo po tolikem času od zadnjega osemenjevanja jajce še 
oplojeno pa je minimalna. Tudi podatek o dobri valilnosti 2,5 dni starih valilnih jajc je 
nekoliko zavajajoč. Jajca te starosti smo namreč vlagali le pri prvih treh valjenjih, ne pa 
tudi pri zadnjem, četrtem valjenju. Če izvzamemo jajca s povprečno starostjo 2 dni  in 2,5 
dni ter med seboj primerjamo le tiste starosti jajc, ki smo jih imeli pri vseh štirih valjenjih, 
lahko opazimo zgolj eno statistično značilno (p0,05) razliko, in sicer med 4 dni in 6 dni 
starimi jajci. Obeti, da bo oplojeno 6 dni staro valilno jajce, so 1,51 krat večji od obetov, da 
bo oplojeno štiri dni staro valilno jajce. Razmerje verjetnosti oplojenosti med 6 dni starimi 
valilnimi jajci na eni strani in 4 dni starimi jajci valilnimi jajci na drugi strani znaša 60,2 % 
: 39,8 %. Lahko se zgodi, da je v določeni skupini sicer večje število oplojenih jajc kot v 
drugi skupini, vendar se zaradi večjega števila zamrtih zarodkov kljub temu v skupini z 
večjim številom oplojenih jajc izvali manj piščancev. Ob predpostavki, da na odstotek 
izvaljenih piščancev vpliva le poskusna skupina, so razmerja obetov valilnosti med 
posameznimi skupinami prikazana v preglednici 9.   
 Bizjak M.  Vpliv razredčevalca in temperature … na potencial odmrznjenega petelinjega semena. 





Preglednica 9: Parametri logistične regresije ob primerjavi poskusnih skupin za spremenljivko neizvaljena 
jajca/izvaljeni piščanci 
 
 Skupina s katero primerjamo 





AV5 / 1 
=0,155n.s. 
OR =1,169 
p = 0,539 




p = 0,079 




p = 0,084 
q = 0,916 
1 =  
- 3,707*** 
OR =0,025 
p = 0,024 
q = 0,976 
AV75 1 =  
-0,155n.s. 
OR =0,856 
p =0 ,461 
q = 0,539 
 
/ 1 = 
-2,610*** 
OR =0,073 
p = 0,068 




p = 0,073 
q = 0,927 
1 =  
-3,863*** 
OR =0,021 
p = 0,021 
q = 0,979 
HS5 1 =2,454*** 
OR =11,643 
p = 0,921 




p = 0,932 




p = 0,516 
q = 0,484 
1 =  
-1,252*** 
OR =0,286 
p = 0,222 
q = 0,778 
HS75 1 =2,388*** 
OR =10,894 
p = 0,916 




p = 0,927 




p = 0,484 
q = 0,516 
/ 1 =  
-1,319*** 
OR =0,267 
p = 0,211 
q = 0,789 
Nativno 
seme 
1 = 3,707*** 
OR = 40,744 
p = 0,976 




p = 0,979 
q = 0,021 
1 
=1,252*** 
OR = 3,499 
p = 0,778 




p = 0,789 
q = 0,211 
/ 
1 = regresijski koeficient (logaritem obetov); 
OR = razmerje obetov;  
p = verjetnost, da se bo iz jajca izvalil piščanec (»1«); 
q = verjetnost, da bo jajce neoplojeno oziroma bo piščanec v njem zamrl (»0«); 
 
Podatki v preglednici 9 kažejo, da so obeti, da se bo v kontrolni skupini (nativno seme) iz 
jajca, vloženega v valilnik izvalil piščanec za 40,7 do 47,6-krat večji od obetov, da se bo 
piščanec izvalil iz jajca vloženega v skupinah AV5 in AV75 ter za 3,4 do 3,7 krat večji od 
obetov, da se bo piščanec izvalil iz jajca vloženega v skupinah HS5 in HS75. Razlika v 
obetih za valilnost med skupinama AV5 in AV75 ter med skupinama HS5 in HS75 ni 
statistično značilna. Podobno kot v primeru oplojenosti jajc lahko torej tudi v primeru 
valilnosti zapišemo, da temperatura tajanja zamrznjenega semena ne vpliva na odstotek 
izvaljenih piščancev. Rezultati kažejo, da so obeti valilnosti značilno (p0,001) boljši pri 
uporabi razredčevalca HS1 brez dodatka ekstrakta aloe vere kot v primeru, da smo 
uporabili razredčevalec z dodatkom ekstrakta aloe vere (preglednica 9). 
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4.2 LABORATORIJSKE ANALIZE SEMENA 
4.2.1 Opisna statistika 
Metode za določitev kakovosti semena so lahko makroskopske (npr. volumen, barva, vonj, 
gostota ejakulata), mikroskopske (npr. število-koncentracija spermijev, progresivna 
gibljivost spermijev, odstotek mrtvih in patološko oblikovanih spermijev) ali fizikalno 
kemijske (npr. pH vrednost semena, test preživitvene sposobnosti spermijev ob hladnem 
šoku, odpornost spermijev ob prisotnosti 1 % raztopine soli). V naši raziskavi smo se v 
laboratoriju osredotočili na mikroskopske analize. V preglednicah 10 do 13 je prikazana 
opisna (deskriptivna) statistika za rezultate, ki se nanašajo na te analize semena. 
 
Preglednica 10: Osnovni statistični parametri za vitalnost spermijev glede na uporabljeni razredčevalec 
 














HS1AV Eozin-Beli spermiji 
Eozin-Del spermijev rdeč 




















































HS1 Eozin-Beli spermiji 
Eozin-Del spermijev rdeč 





















































Za določanje morfologije semena smo uporabili eozinski test in tako imenovani HOST. 
Eozin je rdeča histološka barva. Celične membrane živih (vitalnih) spermijev so selektivno 
prepustne in v citoplazmo ne spuščajo velikih molekul eozina. Celične membrane mrtvih 
spermijev spustijo eozin v citoplazmo in se zato obarvajo rdeče. Tudi pri HOST testu 
testiramo selektivno prepustnost celičnih membran vitalnih spermijev. Če vitalni spermij 
izpostavimo hipoosmotski raztopini, bo po principu osmoze ta vanj prodirala in rep 
spermija se bo ukrivil. V poškodovani spermij hipoosmotska raztopina ne more prodreti in 
zato se njegova morfologija ne spremeni (rep ostane raven). Iz preglednice 10 je razvidno, 
da je bilo v vzorcih semena, ki smo jih razredčili s razredčevalcem HS1AV v povprečju 
40,82 % (eozinski test) oziroma 58,86 % (HOST) vitalnih spermijev, medtem ko je bilo v 
vzorcih semena, ki smo jih razredčili s HS1 razredčevalcem vitalnih spermijev več in sicer 
62,33 % (eozinski test) in 73,07 % (HOST).  
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Sveže seme Eozin-Beli spermiji 
Eozin-Del spermijev rdeč 




















































5 C Eozin-Beli spermiji 
Eozin-Del spermijev rdeč 




















































75 C Eozin-Beli spermiji 
Eozin-Del spermijev rdeč 





















































Pri pregledu povprečij vitalnih/nevitalnih spermijev prikazanih v preglednici 11 je lepo 
vidna razlika med svežim (nezamrznjenim) in zamrznjenim ter nato odtajanim semenom 
kot tudi razlika med dvema temperaturama tajanja semena. Oba testa morfologije kažeta 
največji odstotek vitalnih spermijev v svežem semenu (79,85 % eozin; 90,85 % HOST), 
nekoliko manjši v semenu odmrznjenem na temperaturi 5 C (54,73 % eozin; 70,54 % 
HOST) in najmanjši odstotek v semenu odmrznjenem pri temperaturi 75 C (45,50 % 
eozin; 58,42 % HOST). Oba testa torej kažeta enake trende, pri čemer je metoda HOST v 
primerjavi z eozinsko metodo vseskozi kazala na večji povprečen delež vitalnih spermijev 
in to ne glede na to, ali je bil vzorec svež ali zamrznjen ter ne glede na temperaturo tajanja. 
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0 ur Eozin-Beli spermiji 
Eozin-Del spermijev rdeč 




















































3 ure Eozin-Beli spermiji 
Eozin-Del spermijev rdeč 




















































6 ur Eozin-Beli spermiji 
Eozin-Del spermijev rdeč 





















































Deleže (ne)vitalnih spermijev smo določali v svežem (nezamrznjenem) semenu in v 
zamrznjenem ter nato odtajanem semenu. Pri slednjem smo teste vitalnosti spermijev 
opravili takoj po tajanju ter nato še po treh in šestih urah po tajanju. Ker nas je zanimalo, 
kako zamrzovanje in kasnejše tajanje vpliva na vitalnost spermijev ter kako se le ta 
spreminja s časom po tajanju, smo kot osnovo za primerjavo vzeli sveže seme. Največji 
delež vitalnih spermijev smo pričakovali v svežem semenu, in podatki prikazani v 
preglednici 12 pritrjujejo, da je temu tudi res tako bilo. Odstotek vitalnih spermijev v 
svežem semenu je znašal 79,85 % (eozinski test) oziroma 90,85 % (HOST). V 
zamrznjenem in odtajanem semenu je bil povprečen odstotek vitalnih spermijev za 29,98 
% (eozinski test) oziroma za 23,8 % (HOST) manjši kot v svežem semenu. Takoj po 
tajanju (0 ur) je pri barvanju z eozinom povprečen delež vitalnih spermijev znašal 49,87 %, 
 Bizjak M.  Vpliv razredčevalca in temperature … na potencial odmrznjenega petelinjega semena. 




kar je manj kot po 3 urah (51,78 %) ter več kot po 6 urah (48,69 %). Pri metodi HOST je 
skupen delež vitalnih spermijev takoj po tajanju v povprečju znašal 67,01 %, kar je več kot 
pri tajanju po 3 urah (65,44 %) in po 6 urah (61,00  %). Tudi podatki v preglednici 12 
kažejo, da smo po metodi HOST v primerjavi z eozinsko metodo konstantno, pri vseh 
tretmajih dobivali večje vrednosti za odstotek vitalnih spermijev. Za določanje 
koncentracije in gibljivosti spermijev smo uporabili hemacitometer (stekleno ploščico z 
vgraviranimi kvadratki – komoricami) ter računalniško sistem CASA. Slednji se sestoji iz 
mikroskopa na katerega je pritrjena kamera ter osebnega računalnika. Objektno stekelce z 
vzorcem semena smo postavili pod mikroskop, nato pa je kamera opravila nekaj deset 
posnetkov v kratkem časovnem intervalu. V tem času je računalniški program identificiral 
posamezne spermije po velikosti njihove glave in analiziral vzorec njihovega gibanja. 
Naprava je tudi avtomatsko preštela spermije v več poljih pri fiksni globini komorice. 
Osnovni podatki o koncentracijah in gibljivosti spermijev so prikazani v preglednici 13. 
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Preglednica 13: Osnovni statistični parametri za koncentracijo spermijev ter odstotka gibljivih in progresivno 
gibljivih spermijev v različnih tretmajih 
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Iz podatkov programa CASA o skupni koncentraciji spermijev ter deležu gibljivih in 
progresivno gibljivih spermijev lahko razberemo, da smo pri vseh treh omenjenih 
parametrih največje vrednosti izmerili pri svežem semenu (preglednica 13). Skupna 
koncentracija spermijev je bila pri svežem semenu precej večja (1846,1310
6
/ml)  kot pri 
drugih vzorcih, razlog za to pa je, da so bili vsi vzorci pred zamrzovanjem še dodatno 
razredčeni v razmerju 1:2, sveže seme pa ne. Spermiji se lahko pod mikroskopom gibljejo 
naravnost naprej (progresivno), lahko se gibljejo manežno ali krožno (vrtijo se v krogu) ali 
pa se gibljejo retrogradno (rep spermijev je vržen čez vrat in gibljejo se vzvratno). Ker so 
samo progresivno gibljivi spermiji sposobni oploditve, se pri analizah semena 
osredotočamo zlasti nanje. Pričakovali smo, da bosta deleža vseh gibljivih spermijev 
(93,65 %) ter progresivno gibljivih spermijev (78,39 %) večja v vzorcih svežega semena 
kot v vzorcih zamrznjenega in odtajanega semena, saj so med postopki zamrzovanja 
spermiji deležni poškodb predvsem zaradi tvorbe ledenih kristalov (Wowk, 2007). 
 
Koncentracija spermijev kot tudi skupna in progresivna gibljivost spermijev so bili večji ob 
uporabi razredčevalca HS1 kot ob uporabi razredčevalca z dodatkom aloe vere. Skupna 
koncentracija spermijev je pri uporabi razredčevalca HS1 znašala 858,5010
6
/ml, pri 
uporabi razredčevalca HS1AV pa 731,01 10
6
/ml. Povprečen delež gibljivih spermijev je 
pri uporabi razredčevalca HS1 znašal 41,79 %, pri uporabi razredčevalca HS1AV 25,79 %, 
medtem ko je bil delež progresivno gibljivih spermijev pri uporabi razredčevalca HS1 
26,69 % in pri uporabi razredčevalca HS1AV 12,90 % (preglednica 13).   
 
Pri temperaturi tajanja 5 °C je bila povprečna skupna koncentracija spermijev večja 
(716,2210
6
/ml) kot pri temperaturi tajanja 75 °C (670,0010
6
/ml), medtem ko sta bila 
povprečna deleža v vseh gibljivih spermijev kot tudi samo progresivno gibljivih spermijev 
pri obeh temperaturah zelo podobna.  
 
Po tajanju se je povprečna koncentracija spermijev v vzorcu zmanjševala. Takoj po tajanju 
je znašala 878,3610
6
/ml, tri ure po tajanju 664,2410
6
/ml in šest ur po tajanju le še 
592,2910
6
/ml. V treh urah po tajanju se je povprečni odstotek vseh gibljivih spermijev 
zmanjšal za 41,68 %, odstotek progresivno gibljivih pa za 31,57 %. Ta upad je bil znatno 
večji kot razlika med tremi in šestimi urami po tajanju, ko sta povprečna odstotka vseh 
gibljivih in progresivno spermijev celo malenkostno narasla in sicer delež vseh gibljivih 
spermijev za 3,1 % in delež progresivno gibljivih za 1,1 % (preglednica 13). 
4.2.2 Rezultati analize variance za in vitro lastnosti semena 
Podatke o in vitro lastnostih semena smo obdelali s statističnim modelom, v katerega smo 
vključili vpliv razredčevalca, temperature in časa po tajanju semena ter interakcij med 
navedenimi tremi vplivi. Statistične (ne)značilnosti posameznih vplivov, koeficienti 
determinacije in variabilnosti so prikazani v preglednici 14.  
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Preglednica 14: Vpliv razredčevalca, temperature tajanja semena in časa po tajanju na vitalnost, 











































0,0001 0,0001 n.s. 0,0041 n.s. 0,0002 80,79 11,43 
HOST A 0,0322 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,0001 30,02 31,46 
HOST B 0,0001 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,0196 31,87 33,51 








0,0001 0,0001 0,0002 n.s. 0,0150 0,0086 76,19 15,12 
Koncentra-
cija semena 
0,0066 n.s. 0,0001 n.s. n.s. n.s. 28,36 29,48 
Gibljivi 
spermiji 




0,0001 n.s. 0,0001 n.s. 0,0001 n.s. 87,84 37,98 
p0,05 = statistično značilno; n.s. = statistično neznačilno (p0,05) 
 
Na odstotek vitalnih spermijev določenih tako z eozinskim kot tudi HOST testom so 
značilno vplivali vrsta uporabljenega razredčevalca, temperatura tajanja semena ter 
vzajemno delovanje temperature tajanja in časa po tajanju semena. Na vitalnost semena 
določeno z eozinsko metodo je dodatno značilno vplivala interakcija med razredčevalcem 
in temperaturo tajanja, na vitalnost semena določeno s HOST testom pa sta značilna vpliva 
izkazovala tudi čas po tajanju semena in interakcija med razredčevalcem in časom po 
tajanju semena (preglednica 14). Trije vplivi in sicer vrsta razredčevalca, čas po tajanju 
semena in medsebojna interakcija med razredčevalcem in časom po tajanju semena so 
značilno vplivali na skupno in progresivno gibljivost spermijev. Na koncentracijo 
spermijev sta imela značilen vpliv vrsta uporabljenega razredčevalca in čas po tajanju 
semena. Z neodvisnimi spremenljivkami vključenimi v statistični model smo pojasnili 
80,79 % variabilnosti v vitalnosti spermijev določeni po eozinski metodi, 76,19 % 
variabilnosti v vitalnosti spermijev določeni po HOST metodi, 82,54 % variabilnosti v 
odstotku gibljivih spermijev, 87,84 % variabilnosti v odstotku progresivno gibljivih 
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spermijev in le 28,36 % variabilnosti v koncentraciji semena. O variabilnosti posameznih 
lastnosti nam veliko pove koeficient variabilnosti, ki predstavlja razmerje med standardno 
deviacijo in povprečno vrednostjo za določeno lastnost. Izmed štirih lastnosti, ki so nas 
zanimale (vitalnost, koncentracija, skupna in progresivna gibljivost spermijev) je bila 
najbolj variabilna lastnost progresivna gibljivost spermijev (koeficient variabilnosti 37,98 
%), najmanj pa vitalnost spermijev določena po HOST metodi (koeficient variabilnosti 
8,32 %) (preglednica 14).  
 
V preglednici 15 so prikazane srednje vrednosti izračunane po metodi najmanjših 
kvadratov za lastnosti, ki določajo vitalnost spermijev ter statistična (ne)značilnost razlik 
med njimi. Slednje smo določili z uporabo Tukeyevega testa. 
 
Preglednica 15: Srednje vrednosti izračunane po metodi najmanjših kvadratov (LSM) za lastnosti, ki določajo 



































































































































 Različni nadpisi-superskripti znotraj določenega stolpca in vpliva kažejo na statistično značilno razliko 
(p0,05) 
 
Iz preglednice 15 lahko razberemo, da je bil odstotek vitalnih spermijev značilno (p0,05) 
večji pri uporabi razredčevalca HS1 (59,41 % - eozin; 70,10 % - HOST) kot pa pri uporabi 
razredčevalca HS1 z dodatkom ekstrakta aloe vere (40,82 % - eozin; 58,86 % - HOST). To 
velja za oba odstotka vitalnih spermijev – določena po eozinski in HOST metodi. Prav tako 
oba navedena testa kažeta značilno (p0,05) večja deleža vitalnih spermijev pri tajanju 
semena pri 5 C (54,73 % - eozin; 70,54 % - HOST) v primerjavi s tajanjem pri 
temperaturi 75 C (45,50 % - eozin; 58,42 % HOST). Značilno manjša vitalnost spermijev, 
ki smo jo z obema metodama ugotovili pri vzorcih, ki so bili razredčeni z razredčevalcem z 
dodatkom aloe vere, sovpada z značilno slabšo oplojenostjo jajc in valilnostjo piščancev v 
skupinah AV5 in AV75 v primerjavi s skupinama HS5 in HS75. Po drugi strani pa se 
značilne razlike v vitalnosti spermijev med dvema temperaturama tajanja niso odrazile v 
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značilno različni oplojenosti jajc in valilnosti piščancev, kjer razlik nismo ugotovili 
(preglednica 6). Čeprav bi torej na podlagi rezultatov prikazanih v preglednici 15 lahko 
sklepali, da bodo jajca, ki so jih znesle kokoši, osemenjene z semenom odmrznjenim pri 
75°C slabše oplojena, se to ni zgodilo. Čas po tajanju semena ni vplival na vitalnost 
spermijev, le pri uporabi metode HOST smo izmerili značilno (p0,05) manjši odstotek 
vitalnih spermijev v vzorcih, pri katerih je od tajanja minilo šest ur (preglednica 15). 
Statistična analiza je pokazala  več značilnih interakcij, pri čemer se je pri obeh metodah 
določanja odstotka vitalnih spermijev za značilno izkazala interakcija med temperaturo 
tajanja semena in časom po tajanju semena, zato je ta interakcija podrobneje razčlenjena v 
preglednici 16. 
 
Preglednica 16: Srednje vrednosti izračunane po metodi najmanjših kvadratov (LSM) za lastnosti, ki določajo 


































































































































































 Različni nadpisi-superskripti znotraj določenega stolpca in vpliva kažejo na statistično značilno razliko 
(p0,05) 
 
O dvofaktorski interakciji govorimo takrat, ko dve neodvisni spremenljivki delujeta 
odvisno ena od druge na neodvisno spremenljivko oziroma drugače povedano, vpliv ene 
neodvisne spremenljivke na odvisno spremenljivko je različen pri različnih ravneh druge 
neodvisne spremenljivke. Ko smo seme tajali pri temperaturi 5 C smo z eozinskim testom 
ugotovili značilno (p0,05) manjšo vitalnost spermijev v šestih urah po tajanju v 
primerjavi s tremi urami po tajanju, medtem ko pri tajanju semena pri 75 C razlik v 
odstotku vitalnih spermijev med različnimi obdobji po tajanju ni bilo. Enake ugotovitve 
lahko izluščimo iz rezultatov HOST testa (preglednica 16). Oba testa kažeta na največji 
odstotek vitalnih spermijev pri tajanju semena na 5C, pri čemer med analizo takoj po 
tajanju in tri ure po tajanju v tej lastnosti ni bilo statistično značilnih razlik. 
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Preglednica 17:  Srednje vrednosti izračunane po metodi najmanjših kvadratov (LSM) za koncentracijo 
semena ter odstotka gibljivih in progresivno gibljivih spermijev 
 































































 Različni nadpisi-superskripti znotraj določenega stolpca in vpliva kažejo na statistično značilno razliko 
(p0,05) 
 
Iz preglednice 17 lahko razberemo, da smo s pomočjo programa CASA pri uporabi 
razredčevalca HS1AV zabeležili značilno (p0,05) večjo koncentracijo spermijev 
(749,6710
6 
spermijev/ml) kot pri uporabi razredčevalca HS1, pri katerem je koncentracija 
spermijev znašala 671,7710
6 
spermijev/ml. Odstotek vseh gibljivih spermijev je pri 
uporabi razredčevalca HS1AV znašal 28,13 % in je bil za 5,84 % manjši kot pri uporabi 
razredčevalca HS1. Tudi delež progresivno gibljivih spermijev je bil večji pri uporabi 
razredčevalca HS1 in je znašal 18,49 %, medtem ko je bil ta delež pri uporabi 
razredčevalca z dodatkom aloe vere za 3,95 % nižji. Razlike med uporabo razredčevalca 
HS1 in uporabo razredčevalca HS1AV v koncentraciji spermijev, deležu vseh gibljivih 
spermijev in deležu progresivno gibljivih spermijev so bile statistično značilne, kar 
pomeni, da je dodatek razredčevalca vplival na vse tri omenjene parametre. Souza in sod. 
(2016) so pri zamrzovanju semena pekarjev vrste Pecari tajacu v razredčevalec tako kot 
mi dodali 20 % ekstrakta aloe vere in primerjali učinek tega ekstrakta z učinkom jajčnega 
rumenjaka. Rezultati njihove študije ne kažejo razlik v gibljivosti spermijev med obema 
skupinama vzorcev, pri čemer je treba izpostaviti, da rezultatov njihove raziskave ne 
moremo primerjati z našimi rezultati. Raziskovalci so namreč uporabili drugačen 
razredčevalec, drugačen krioprotektor, drugačne postopke zamrzovanja in tajanja in 
predvsem uporabili so sesalsko seme, ki ni neposredno primerljivo s semenom petelinov. 
Podatki o skupni ter progresivni gibljivosti spermijev zelo dobro korelirajo s podatki o 
oplojenosti jajc, kjer smo večjo oplojenost ugotovili pri semenu, ki smo ga razredčevali z 
razredčevalcem HS1 kot pri semenu, ki smo ga razredčevali z razredčevalcem HS1AV. 
Primerjava naših rezultatov z rezultati Ehling-ove in sod. (2012), ki so v svoji študiji tudi 
uporabljali razredčevalec HS1 kaže, da so omenjeni raziskovalci zabeležili večji delež vseh 
gibljivih spermijev (49,8 %) ter večji delež progresivno gibljivih spermijev (29,3 %). 
Razlogov za to verjetno ne moremo iskati v postopkih zamrzovanja in tajanja, saj sta oba 
potekala enako kot v našem poskusu, temveč v različnem genotipu in starosti petelinov, od 
katerih smo pridobivali seme eni in drugi.  
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Med vzorci, ki so bili odtajani pri 5 °C ter vzorci, ki so bili odtajani pri 75 °C, nismo 
zabeležili statistično značilnih (p0,05) razlik niti v koncentraciji niti v deležu vseh 
gibljivih in progresivno gibljivih spermijev, kar pomeni, da temperatura tajanja ni vplivala 
na nobenega od naštetih parametrov. Ta rezultat lahko navežemo na izsledke o oplojenosti 
jajc, kjer nismo ugotovili, da bi temperatura tajanja semena niti pri uporabi osnovnega 
razredčevalca niti pri uporabi razredčevalca z dodatkom aloe vere vplivala na verjetnost, 
da bodo jajca oplojena. Delež vseh gibljivih spermijev je pri obeh temperaturah 
odmrzovanja znašal okrog 31 %, delež progresivno gibljivih spermijev pa nekaj več kot 16 
% (preglednica 17). Različne temperature tajanja semena je testiralo več raziskovalcev, 
vendar zaradi različnih zasnov in parametrov merjenja v poskusih ne moremo vleči 
eksaktnih paralel z rezultati našega poskusa. Miranda in sod. (2018) so analizirali 
parametre kakovosti petelinjega semena pri dveh različnih temperaturah tajanja (5 °C in 37 
°C) in ob uporabi različnih krioprotektorjev. Dva od njih sta bila tudi metil acetamid (MA) 
in dimetil formamid (DMF), ki pa za razliko od našega poskusa nista bila uporabljena v 
istem razredčevalcu temveč vsak v svojem. Pri uporabi MA niso ugotovili statistično 
značilnih razlik niti v deležu vseh gibljivih spermijev niti v deležu progresivno gibljivih 
spermijev, medtem ko so pri uporabi DMF ugotovili, da temperatura tajanja vpliva na oba 
parametra. Pri temperaturi tajanja 5 °C je bil delež vseh gibljivih spermijev za 11,2 %, 
delež progresivno gibljivih spermijev pa za 6,1 % večji kot pri tajanju semena pri 37 °C. 
Panyaboriban in sod. (2016) so pri analizi semena žerjava vrste Antigone vipio ugotovili, 
da višja temperatura tajanja (37 °C) izboljša gibljivost semena v primerjavi z nižjo 
temperaturo (4 °C). 
 
V naši razskavi je bila koncentracija vseh spermijev takoj po tajanju značilno (p0,05) 
večja kot 3 ure in 6 ur po tajanju in je znašala 878,3610
6
 spermijev/ml. Po 3 urah po 
tajanju smo zabeležili koncentracijo 661,5210
6
 spermijev/ml in po 6 urah po tajanju 
592,2910
6
 spermijev/ml, vendar razlika med koncentracijama po 3 in 6 urah po tajanju ni 
bila statistično značilna (preglednica 17). Iz preglednice 17 je prav tako razvidno, da je po 
6 urah delež vseh gibljivih spermijev znašal 19,29 %, kar je značilno manj kot takoj po 
tajanju (57,87 %), a obenem tudi značilno več kot po 3 urah po tajanju. Delež progresivno 
gibljivih spermijev je takoj po tajanju znašal 37,23 %, kar je statistično značilno več kot po 
3 urah (5,56 %) ter po 6 urah po tajanju (6,76 %). V deležu progresivno gibljivih spermijev 
med 3 urami po tajanju ter 6 urami po tajanju razlike niso bile statistično značilne. Študijo, 
v kateri so preverjali parametre kakovosti zamrznjenega in nato odtajanega semena v 
različnih časovnih intervalih po tajanju so izvedli tudi Rakha in sod. (2016), ki so v 
petelinjem semenu divje kokoši določili skupno gibljivost takoj po tajanju ter 2 in 4 ure po 
tajanju. Pri tem so uporabili 6 različnih razredčevalcev in pri nobenem od njih niso 
ugotovili, da bi daljše časovno obdobje med tajanjem in analizo semena pozitivno vplivalo 
na skupno gibljivost spermijev, kar je v nasprotju z našo ugotovitvijo, da je bil delež vseh 
gibljivih spermijev po 6 urah po tajanju statistično značilno večji kot po 3 urah po tajanju. 
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Pri tem se moramo zavedati, da nobeden od razredčevalcev ni bil enak razredčevalcema, ki 
smo jih uporabili v našem poskusu, poleg tega tudi časovna obdobja med tajanjem in 
analizo v poskusu Rakha-e in sod. (2016) niso bila enaka kot v našem poskusu, zato 
rezultati obeh poskusov vendarle ne morejo biti v celoti primerljivi. 
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Na podlagi rezultatov raziskave, v kateri smo ugotavljali, kako vrsta razredčevalca in 
temperatura tajanja vplivata na reprodukcijski potencial odmrznjenega petelinjega semena, 
lahko izpeljemo naslednje sklepe. 
 
Najboljše rezultate glede na oplojenost jajc in valilnost piščancev smo dobili z uporabo 
svežega semena razredčenega z razredčevalcem HS1. Obeti, da bo jajce oplojeno v 
skupini, kjer semena nismo zamrznili, temveč samo razredčili z razredčevalcem HS1, so 
bili 55,8-krat večji od obetov, da bo jajce oplojeno v skupini AV75, 35,9-krat večji od 
obetov, da bo jajce oplojeno v skupini AV5, 4,8-krat večji od obetov, da bo jajce oplojeno 
v skupini HS5 in 4,3-krat večji od obetov, da bo jajce oplojeno v skupini HS75.  
 
Obeti, da bo jajce oplojeno v skupinah, kjer smo seme razredčevali z razredčevalcem HS1 
so bili značilno (p0,001) večji od obetov, da bo jajce oplojeno v skupinah, kjer smo seme 
razredčevali z razredčevalcem HS1AV. Obeti, da bo jajce oplojeno v skupini HS75, so bili 
12,7-krat večji od obetov, da bo jajce oplojeno v skupini AV75. Nekoliko manjša razlika v 
oplojenosti jajc, čeprav še vedno visoko značilna, je bila med skupinama HS5 in AV5. 
Obeti, da bo jajce oplojeno v skupini HS5 so bili 7,4-krat večji od obetov, da bo jajce 
oplojeno v skupini AV5. Podobne trende smo zasledili v valilnosti piščancev. 
 
Med skupinama, kjer smo uporabili enak razredčevalec, vendar različno temperaturo 
tajanja semena, ni bilo značilnih razlik v verjetnostih oziroma obetih, da bodo jajca 
oplojena oziroma se bo iz vloženega jajca izvalil piščanec. Temperatura tajanja semena (5 
C vs 75 C) torej ni značilno vplivala niti na oplojenost jajc niti na valilnost piščancev. 
 
Zadnje oplojeno jajce je kokoš znesla 17. dan po osemenitvi.  
 
Rezultati laboratorijskih analiz so pokazali, da je bil odstotek vitalnih spermijev značilno 
(p0,05) večji v razredčevalcu HS1 (59,41 % - eozin; 70,10 % - HOST) v primerjavi z  
razredčevalcem HS1AV (40,82 % - eozin; 58,86 % - HOST). Oba testa morfologije kažeta 
največji odstotek vitalnih spermijev v svežem semenu (79,85 % eozin; 90,85 % HOST), 
nekoliko manjši v semenu odmrznjenem na temperaturi 5 °C (54,73 % eozin; 70,54 % 
HOST) in najmanjši odstotek v semenu odmrznjenem pri temperaturi 75 °C (45,50 % 
eozin; 58,42 % HOST).  
 
Odstotek vseh gibljivih spermijev je pri uporabi razredčevalca HS1AV znašal 28,13 % in 
je bil značilno (p0,05) manjši kot pri uporabi razredčevalca HS1, kjer je dosegel vrednost 
33,97 %. Tudi delež progresivno gibljivih spermijev je bil značilno (p0,05) večji pri 
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uporabi razredčevalca HS1 (18,49 %) kot pri uporabi razredčevalca z dodatkom aloe vere 
(14,54 %). Obe razliki nakazujeta, da razredčevalec vpliva tako na delež vseh gibljivih 
spermijev kot na delež progresivno gibljivih spermijev.  
 
Med vzorci semena, ki so bili odtajani pri 5 °C ter vzorci, ki so bili odtajani pri 75 °C, 
nismo zabeležili statistično značilnih razlik v deležu vseh gibljivih in progresivno gibljivih 
spermijev. 
 
Na osnovi rezultatov naše raziskave odsvetujemo uporabo ekstrakta aloe vere za 
razredčevanje petelinjega semena. V primeru globokega zamrzovanja petelinjega semena 
priporočamo uporabo razredčevalca HS1 in zaradi praktičnosti tajanje semena na 5 C. 
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Zamrzovanje petelinjega semena je tehnika, ki je še vedno predvsem predmet raziskav in 
manj predmet rutinske uporabe v komercialni praksi. Osemenjevanje kokoši z 
zamrznjenim in odtajanim semenom daje v pogledu oplojenosti jajc in valilnosti piščancev 
značilno slabše rezultate kot osemenjevanje s svežim semenom. Preden bo tehnika 
globokega zamrzovanja petelinjega semena primerna za širšo uporabo, bo potrebno rešiti 
nekaj še neraziskanih področij. Med njimi velja izpostaviti izbiro primernega razredčevalca 
in krioprotektorja, izbiro primernega temperaturnega profila zamrzovanja, izbiro primerne 
metoda predhlajenja semena, ki ga nameravamo zamrzniti, odstranitev krioprotektorja iz 
semena pred osemenjevanjem kokoši, izbiro ustreznega postopka tajanja semena, izbiro 
ustrezne oblike »embalaže« za shranjevanje zamrznjenega semena, itn. Optimizacija tehnik 
globokega zamrzovanja perutninskega semena je še zlasti pomembna za ohranjanje 
biodiverzitete oziroma ohranitev genetskega materiala ogroženih pasem pri različnih vrstah 
perutnine. Obstaja veliko tehnik globokega zamrzovanja perutninskega semena. Največjo 
raznolikost lahko opazimo na področju priprave semena na krioprezervacijo, saj je bilo do 
danes uporabljenih že mnogo različnih razredčevalcev, ki spermijem omogočajo preživetje 
zunaj reprodukcijskega trakta, ter krioprotektorjev, ki spermije ščitijo pred škodljivimi 
posledicami zamrzovanja. Ko seme razredčimo z razredčevalcem ter mu dodamo ustrezen 
krioprotektor, ga pred zamrzovanjem običajno napolnimo v plastične slamice, ki jih 
največkrat postopoma ohladimo v zato namenjenih zamrzovalnikih ter jih nato potopimo v 
tekoči dušik. Tudi pri zamrzovanju poznamo več tehnik, pri katerih se največkrat 
spreminja hitrost, s katero zamrzujemo seme. Ko seme pred osemenjevanjem odtajamo, ga 
največkrat potopimo v vodno kopel. V študijah se uporabljajo vodne kopeli z različnimi 
temperaturami, v primeru da uporabimo kopel z nižjo temperaturo (običajno 5 °C), tajanje 
traja dlje časa, kot če uporabimo kopel z višjo temperaturo (običajno 37 °C).  
V naši raziskavi smo testirali uporabo dveh razredčevalcev (osnovnega – HS1; osnovnega 
z dodatkom ekstrakta aloe vere – HS1AV) in dveh temperatur tajanja semena (5 C; 75 C) 
na in vivo (oplojenost jajc, valilnost piščancev) ter in vitro lastnosti petelinjega semena 
(gibljivost spermijev, vitalnost spermijev). Za dodatek aloe vere smo se odločili, ker se je 
ta izkazala kot učinkovita alternativa jajčnemu rumenjaku pri globokem zamrzovanju 
semena pekarijev. V poskus smo vključili 135 kokoši in 28 petelinov pasme slovenska 
rjava kokoš. Kokoši smo naključno razvrstili v pet skupin (27 kokoši na skupino), pri 
čemer smo kokoši v dveh skupinah osemenjevali z odtajanim semenom, ki je bilo pred 
zamrzovanjem redčeno z razredčevalcem HS1, dve skupini z odtajanim semenom, ki je 
bilo pred zamrzovanjem redčeno z razredčevalcem HS1AV, peta skupina kokoši nam je 
služila kot kontrola in te kokoši smo osemenili s svežim, nezamrznjenim semenom 
razredčenim z osnovnim razredčevalcem HS1. Osemenjevanja kokoši smo izvedli trikrat v 
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štiridnevnih intervalih, valilna jajca smo vlagali v valilnike na vsakih sedem dni, skupno pa 
štirikrat. Petelinom smo seme vzeli sedemkrat. Ob vsakem odvzemu smo vizualno 
sprejemljivo seme vseh petelinov združili v skupni vzorec, nato pa del semena namenili za 
laboratorijske analize, del pa globoko zamrznili za potrebe osemenjevanja.  
 
Glede na število vloženih jajc v valilnik smo najboljša povprečja za in vivo lastnosti 
semena zabeležili v kontrolni skupini (oplojenost jajc 54,7 %; valilnost piščancev 41,0 %), 
kateri so sledile skupine HS1-tajanje na 75 C (oplojenost jajc 21,5 %; valilnost piščancev 
15,6 %),  HS1-tajanje na 5 C (oplojenost jajc 19,9 %; valilnost piščancev 16,5 %),  
HS1AV-tajanje na 5 C (oplojenost jajc 3,1 %; valilnost piščancev 1,5 %) in HS1AV-
tajanje na 75 C (oplojenost jajc 2,0 %; valilnost piščancev 1,3 %). Logistična regresija je 
pokazala, da so obeti, da bo jajce oplojeno v skupini, v kateri so bile kokoši osemenjene z 
nativnim semenom (kontrolna skupina), značilno večji (p<0,05) od obetov, da bo oplojeno 
v katerikoli od preostalih štirih poskusnih skupin, kjer smo uporabljali odtajano seme. 
Obeti, da bo jajce oplojeno v skupinah, kjer smo seme razredčevali z razredčevalcem HS1 
so značilno (p0,05) večji od obetov, da bo jajce oplojeno v skupinah, kjer smo seme 
razredčevali z razredčevalcem z dodatkom ekstrakta aloe vere. Temperatura tajanja (5 C 
vs 75 C) ni značilno (p0,05) vplivala niti na oplojenost jajc niti na valilnost piščancev. 
Najboljšo valilnost piščancev glede na število vloženih jajc v valilnik smo dosegli, ko smo 
v valilnik vlagali 6 dni stara jajca. Med prvim in drugim valjenjem, ko je od zadnjega 
osemenjevanja minilo največ 7 dni, ni bilo razlik v obetih, da bodo jajca oplojena, medtem 
ko so bili pri tretjem valjenju, ko je od zadnjega osemenjevanja minilo 7-14 dni, ti obeti 
značilno manjši kot pri prvih dveh valjenjih. Pri četrtem oziroma zadnjem valjenju, ko je 
od zadnjega osemenjevanja minilo 14-21 dni, so bili obeti, da bodo jajca oplojena, značilno 
(p0,05) manjši kot pri prvih treh valjenjih. Odstotek vitalnih spermijev, določenih po 
dveh različnih metodah, je bil značilno (p0,05) večji pri razredčevalcu HS1 v primerjavi z 
razredčevalcem HS1AV, prav tako je bil odstotek vitalnih spermijev značilno (p0,05) 
večji pri tajanju pri 5 °C v primerjavi s tajanjem pri 75 °C. Pri razredčevalcu HS1 sta bila 
delež vseh gibljivih spermijev ter delež progresivno gibljivih spermijev značilno večja kot 
pri razredčevalcu HS1AV, medtem ko temperatura tajanja ni vplivala na nobenega od 
navedenih parametrov.  
Na podlagi rezultatov pričujoče študije lahko sklenemo, da dodajanje ekstrakta aloe vere v 
razredčevalec pri globokem zamrzovanju petelinjega semena ni smiselno, saj so se s tem 
dodatkom obeti, da bodo jajca oplojena oziroma se bodo iz njih izvalili piščanci, značilno 
poslabšali. Čeprav temperatura tajanja ni vplivala na oplojenost jajc, lahko vseeno 
priporočamo tajanje pri 5 °C, saj smo pri tej temperaturi zabeležili značilno večji delež 
vitalnih spermijev kot pri tajanju pri 75 °C. 
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